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Περίληψη  
Τα οιστρογόνα είναι στεροειδείς ορμόνες με πολύπλοκη δοσοεξαρτώμενη 
δράση και υψηλή ιστοειδικότητα. Τα κλασικά φυτοοιστρογόνα, αποτελούν μια ομάδα 
ενώσεων που προέρχονται από φυτά, τα οποία περιλαμβάνουν κυρίως τις 
ισοφλαβόνες, τις λιγνάνες, τις κουμεστάνες, τα στιλβένια και τις φλαβονόλες 
(κερκετίνη και καμφερόλη). Τα κλασικά καθώς και τα νέα φυτοοιστρογόνα δείχνουν 
ένα σύνθετο τρόπο δράσης μέσω αλληλεπίδρασης με τις πυρηνικές ισομορφές των 
υποδοχέων των οιστρογόνων ERα και ERβ, παρουσιάζοντας δράση αγωνιστών ή 
ανταγωνιστών οιστρογόνων. Η τελική τους βιολογική δραστικότητα, η οποία 
αξιολογείται από συστήματα δοκιμών κυτταρικής καλλιέργειας, από μελέτες σε ζώα 
και κλινικές δοκιμές, εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως από τη χημική δομή 
των φυτοοιστρογόνων, το είδος των ιστών και των κυτταρικών τύπων, την εγγενή 
οιστρογονική κατάσταση, τoν τρόπο χορήγησης, το  μεταβολισμό, καθώς και τον 
χρόνο και το επίπεδο έκθεσης. Τα μέχρι τώρα γνωστά φυτοοιστρογόνα μπορούν να 
ενεργούν ως "φυσικά" SERMs (Selective Estrogen Receptor Regulators) και μπορεί 
ενδεχομένως να λαμβάνονται για την πρόληψη της μετεμμηνοπαυσιακής 
οστεοπόρωσης και των καρδιαγγειακών παθήσεων χωρίς τη δυσμενή επίδραση στο 
στήθος και τη μήτρα. Ωστόσο, από τη στιγμή που τα δεδομένα εξακολουθούν να 
είναι αμφιλεγόμενα, απαιτούνται περαιτέρω κλινικές μελέτες για να οριοθετηθούν 
ικανοποιητικά οι επιπτώσεις στην υγεία των φυτοοιστρογόνων σε συγκεκριμένο 
πληθυσμό ατόμων [Cassidy A.et al. 2003].  
Τα γλυκοζίδια της καμφερόλης έχει αναφερθεί ότι έχουν in vitro 
κυτταροτοξική δραστικότητα, παρεμβαίνοντας στον κυτταρικό κύκλο των 
ανθρώπινων λευχαιμικών κυτταρικών σειρών και στο μονοπάτι της σύνθεσης του 
DNA, με αποτέλεσμα να επάγει την απόπτωση στις ανθρώπινες λευχαιμικές 
κυτταρικές σειρές [Demetzos C.et al. 1997]. Η καμφερόλη και τα γλυκοζίδιά της, 
μπορούν να αναστέλλουν τις p90 ριβοσωμικές s6 κινάσες (RSKs), κινάσες της 
σερίνης / θρεονίνης [Rana A, Blenis J.et al. 2008]. Αυτές εμπλέκονται στη μεταγωγή 
του σήματος και ενεργοποιούνται από το MAPK / ERK μονοπάτι, υποδηλώνοντας ότι 
αυτές οι ενώσεις και οι RSK, μπορεί να είναι σημαντικές στη δημιουργία νέων 
στοχευμένων χημειοθεραπειών του καρκίνου [Smith JA.et al. 2005]. 
Στην παρούσα διπλωματική εργασία διερευνήθηκε η δράση του πλήρως 
ακετυλυωμένου γλυκοζιτικού αναλόγου καμφερόλης (TAC) ως τροποποιημένου 
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φυτοοιστρογόνου και ρυθμιστή της  φυσιολογίας καρκινικών κυττάρων σε εμβρυϊκά 
νεφρικά καρκινικά κύτταρα HEK 293 και σε καρκινικά κύτταρα μαστού MCF-7. Σε 
in νίνο πειράματα, σε ERα θετικά MCF-7 κύτταρα, το TAC προκάλεσε αναστολή στη 
μεταγραφική δραστικότητα του ενδογενούς ERα υποδοχέα. Είναι ενδιαφέρον ότι σε 
ΗΕΚ-293 κύτταρα που υπερεκφράζουν προσωρινά τον ΕRα ή ΕRβ το TAC επέδειξε 
διαφορική δράση για τις δύο ισομορφές υποδοχέα οιστρογόνου. Αυτό αποδεικνύεται  
από την κατασταλτική του δράση  έναντι της άλφα μορφής του υποδοχέα και την 
επαγωγική του δράση έναντι της βήτα ισομορφής του υποδοχέα. Η διαφορική 
οιστρογονική δράση του ΤΑC το καθιστά ένα εν δυνάμει εκλεκτικό τροποποιητή της 
δράσης των υποδοχέων οιστρογόνων με αντιπολλαπλασιαστική – αντικαρκινική 
δράση, η οποία επιτελείται μέσω της αναστολής της δράσης της άλφα μορφής του 
υποδοχέα οιστρογόνων και αντιοξειδωτική-αντικαρκινική δράση, η οποία επιτελείται 
μέσω της ενεργοποίησης της βήτα μορφής του υποδοχέα. Η εκλεκτική αυτή 
οιστρογονική δράση του ΤΑC, το καθιστά ένα εν δυνάμει εκλεκτικό ρυθμιστή της 
δράσης των υποδοχέων οιστρογόνων και κατά συνέπεια ένα εν δυνάμει αντικαρκινικό 
φάρμακο. 
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Abstract  
Estrogens are steroid hormones with complex action, characterized by high 
tissue specificity and their activity is dose-dependent. The classic phytoestrogens are a 
group of compounds derived from plants, which mainly include isoflavones, lignans, 
coumestans, stilbenes and flavonols (quercetin and kaempferol). The classic and new 
phytoestrogens show a complex mode of action through interaction with the nuclear 
isoforms of estrogen receptors ERα and ERβ, presenting either effects of estrogen 
agonists or estrogen antagonists. The final biological activity, assessed by cell culture 
test systems, in animal studies and clinical trials, is dependent on many factors such as 
the chemical structure of phytoestrogens, the type of tissue and cell types, the intrinsic 
estrogenic state, the route of administration, the metabolism and the time and level of 
exposure. The so far known phytoestrogens can act as "natural" SERMs and may 
possibly be taken for the prevention of postmenopausal osteoporosis and 
cardiovascular diseases without the adverse effect on breast and uterus physiology. 
However, since the data is still controversial, further clinical studies are needed to 
delineate adequately the effects of phytoestrogens on human pathophysiology 
[Cassidy A.et al. 2003]. 
Kaempferol glycosides have been reported to have in vitro cytotoxic activity 
by interfering in the cell cycle of human leukemic cell lines and in the DNA synthesis, 
thereby inducing apoptosis in human leukemic cell lines [Demetzos C.et al. 1997]. 
Kaempferol and kaempferol glycosides can inhibit p90 ribosomal s6 kinase (RSKs), 
kinases of serine/threonine [Rana A, Blenis J.et al. 2008]. Those are involved in 
signal transduction and are activated by the MAPK/ERK pathway, suggesting that 
these compounds and the RSK, may be important in creating new targeted cancer 
chemotherapy [Smith JA.et al. 2005]. 
In this project we investigated the effect of fully acetylated kaempferol 
glycoside (TAC) as a modified phytoestrogen and regulator of tumor cell physiology 
in embryonic kidney cancer HEK 293 cells, and in breast cancer cells MCF-7. In in 
vivo experiments, in ERα positive MCF-7 cells, TAC caused inhibition the 
transcriptional activity of the endogenous ERα. Interestingly, in HEK-293 cells 
transiently overexpressing the ERα or ERβ isoform, TAC exhibited differential action 
on the two estrogen receptor isoforms. This is proved by its suppressive action on the 
ERα transcriptional activation and its stimulatory action on the ERbeta transcriptional 
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activity. Thus, TAC can be considered as a potential selective estrogen receptor 
modulator (SERM), which could exert antiproliferative - anticancer activity, by 
blocking ERα transcriptional activity and antioxidant-anticancer activity, which could 
be accomplished through the activation of the ERbeta isoform. The selective 
estrogenic activity of TAC, makes it a potential anticancer drug. 
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1.I. Εισαγωγή 
1.I.Α. Οι στεροειδείς και θυρεοειδείς ορμόνες – Η δομή των υποδοχέων τους 
Οι στεροειδικοί και θυρεοειδικοί ορμονικοί υποδοχείς (TRs) είναι μέλη της 
υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων, δείχνοντας κοινά δομικά 
χαρακτηριστικά. Μέλη αυτής της οικογένειας είναι οι υποδοχείς γλυκοκορτικοειδών, 
οιστρογόνων, θυρεοειδών ορμονών και ανδρογόνων (Σχήμα 1). Περιέχουν καλά 
διατηρημένες περιοχές για LBD και για την περιοχή δέσμευσης στο DNA (DBD). Οι 
αμινο-τελικές περιοχές των υποδοχέων περιέχουν μία μεταβλητή περιοχή, 
αποτελούμενη με ενεργοποιητές των trans περιοχή (AF-1) και οι C-τελικές περιοχές 
έχουν έναν προσδέτη που εξαρτάται από την περιοχή ενεργοποίησης των trans (AF2), 
αλληλεπιδρώντας με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες και ρυθμιστικά στοιχεία. 
Περαιτέρω περιοχές έχουν ταυτοποιηθεί, που είναι σημαντικές για τον διμερισμό, για 
την αλληλεπίδραση με τις πρωτεΐνες θερμικού σοκ, για την πυρηνική μετατόπιση, και 
για την μετα-μεταφραστική αλλαγή. Οι διάφορες ισομορφές του υποδοχέων 
φαίνονται στο Σχήμα 1 [Lu N. Z.et al. 2005, Russcher, H.et al. 2007] και είναι 
αποτέλεσμα εναλλακτικής έναρξης της μεταγραφής, μετάφρασης  καθώς και μετα-
μεταφραστικών αλλαγών των πρωτεϊνών μέσω της φωσφορυλίωσης, της 
ακετυλίωσης, της  μεθυλίωσης, της ουβικουϊτινηλίωσης (ubiquitin) και της 
σουμουλίωσης (SUMO. small ubiquitin-like modifier || μικρός τροποποιητής με 
δράση που θυμίζει αυτή της ουβικουϊτίνης) [Faus, H.et al. 2006, Leader, J. E.et al. 
2006].  
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Σχήμα 1. Δομικά χαρακτηριστικά των γλυκοκορτικοειδών υποδοχέων (Α), των υποδοχέων 
οιστρογόνων (Β), των υποδοχέων ανδρογόνων (C) και των υποδοχέων της  θυρεοειδικής 
ορμόνης (D) [Kino, T.et al. 2005, Dehm, S. M.et al. 2007]. 
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Ι.Ι.Α.α.   Οιστρογόνα 
Τα οιστρογόνα παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και στη διατήρηση 
της φυσιολογικής, σεξουαλικής και αναπαραγωγικής λειτουργίας. Επιπλέον, τόσο 
στους  άνδρες όσο και στις γυναίκες ασκούν ένα ευρύ φάσμα βιολογικών επιδράσεων 
στο καρδιαγγειακό, μυοσκελετικό, ανοσοποιητικό και κεντρικό νευρικό σύστημα 
[Gustafsson JA.et al. 2003]. Το πιο ισχυρό οιστρογόνο που παράγεται στον 
οργανισμό είναι η 17-β οιστραδιόλη (Ε2) (Σχήμα 2). Δύο μεταβολίτες της Ε2, η 
οιστρόνη και η οιστριόλη, αν και είναι συνδέτες υψηλής συγγένειας είναι πολύ 
ασθενέστεροι αγωνιστές στους υποδοχείς των οιστρογόνων (ERs) [Kuiper GG, 
Carlsson B.et al. 1997]. Αυτοί οι μεταβολίτες θεωρούνταν επίσημα ότι ήταν 
ανενεργοί, αλλά πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι μπορεί να έχουν ιστοειδικούς 
ρόλους [Gruber DM, Huber JC.et al. 1999]. 
 
 
 
Σχήμα 2.  Μοριακή δομή ορισμένων οιστρογόνων. 
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1.I.B. Υποδοχείς των οιστρογόνων  
1.I.B.α. Δομή-Ισομορφές 
 
Δύο σημαντικοί υποδοχείς των οιστρογόνων έχουν εντοπιστεί, ο ERα και ο 
ERβ, που κωδικοποιούνται από δύο διαφορετικά γονίδια (Σχήμα 3) [Heldring, N.et al. 
2007, Enmark E.et al. 1997, Menasce LP.et al. 1993]. Και οι δύο είναι φυσιολογικά 
ενεργοί, εμφανίζουν διαφορετική κατανομή στους ιστούς και διαφορετικά πρότυπα 
ενεργοποίησης του γονιδίου. Η διαφορική έκφραση των ERα και ERβ γονιδίων έχει 
ως αποτέλεσμα σε διάφορες παραλλαγές ματίσματος, που υπολείπονται ορισμένα 
εξόνια. Δύο μεγάλες παραλλαγές των ERβ, ERβ1 και ERβ2, διαφέρουν το ένα από το 
άλλο κατά 54 ζεύγη βάσεων, δηλαδή με εναλλακτικά ματισμένο εξόνιο. Οι  διάφορες 
ισομορφές συνεκφράζονται σε διάφορους ιστούς και φαίνονται να είναι βιολογικώς 
ενεργοί. Οι ERα και ERβ συνδέονται στα οιστρογονικά στοιχεία απόκρισης (EREs), 
αποτελούμενα είτε από παλινδρομικές αλληλουχίες του TGACCT με έναν 3-bp 
αποστάτη, ή μόνο με τις μισές παλινδρομήσεις. 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:30:00 EET - 137.108.70.7
 | Σ ε λ ί δ α  
 
17 
Σχήμα 3. Σχηματική αναπαράσταση των ανθρώπινων οιστρογονικών υποδοχέων  
α και β και οι αντίστοιχες ισομορφές τους [Matthews J.et al.  2003]. 
 
Θεμελιώδους σημασία δεδομένα προέκυψαν στα τέλη της δεκαετίας του 1950, 
όταν ο Elwood Jensen ανακάλυψε και ξεκίνησε τον χαρακτηρισμό της πρωτεΐνης που 
δεσμεύεται με οιστρογόνα και αναγνωρίζεται σήμερα ως ERα [Jensen EV.et al. 
1962]. Το 1993, σχεδόν τρεις δεκαετίες αργότερα, δημιουργήθηκε το πρώτο ποντίκι 
που υπολείπονταν τον ERα και έγινε η εκπληκτική ανακάλυψη ότι η ζωή είναι 
δυνατή χωρίς τον ERα, ο οποίος εκείνη την εποχή, θεωρούνταν ότι είναι ο μοναδικός 
μεσολαβητής στη σηματοδότηση των οιστρογόνων [Lubahn DB.et al. 1993]. Λίγο 
μετά τον χαρακτηρισμό του ποντικιού που υπολείπονταν τον ERα, ανακαλύφθηκε ο 
ERβ [Kuiper GG.et al. 1996] και αυτή η ανακάλυψη έθεσε το ερώτημα αν η επιβίωση 
του ποντικιού που υπολείπονταν τον ERα οφειλόταν στον ERβ υποκαθιστώντας τις 
λειτουργίες του ERα. Δημιουργήθηκαν έτσι ποντίκια που υπολείπονταν τον ERβ και 
στη συνέχεια ποντίκια που υπολείπονταν και τον ERα και τον ERβ [Krege JH.et al. 
1998]. Αυτά τα διαφορετικά μοντέλα ποντικιών αποκάλυψαν ότι η ζωή είναι δυνατή 
χωρίς τον έναν από τους δύο ή και κανέναν υποδοχέα, αλλά οι αναπαραγωγικές τους 
λειτουργίες υπέστησαν σοβαρή διαταραχή [Couse JF.et al. 1999]. Επιπλέον, οι ERα 
και ERβ βρέθηκαν να έχουν σαφείς και απαραίτητους ρόλους στο ανοσοποιητικό, το 
σκελετικό, το καρδιαγγειακό και το κεντρικό νευρικό σύστημα [Couse JF.et al. 2007].  
Μερικοί από τους πιο αξιoσημείωτους φαινοτύπους των ποντικών που 
υπολείπονταν και τον ERα και τον ERβ είχαν ως συνέπεια τη μορφογένεση. Τα 
οιστρογόνα είναι μορφογόνα, και ο ρόλος τους στην μορφογένεση είναι προφανής 
από τη δομή της μήτρας, των ωοθηκών, του μαστικού αδένα, του προστάτη, του 
πνεύμονα και του εγκεφάλου των ποντικών που υπολείπονταν και τον ERα και τον 
ERβ [Forster C.et al. 2002, Morani ABR.et al. 2006]. Στους εκκινητές ορισμένων 
γονιδίων, ιδίως εκείνων που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό, οι ERα και ERβ 
μπορεί να έχουν αντίθετες δράσεις, ένα εύρημα που υποδηλώνει ότι η συνολική 
ενεργοποίηση του πολλαπλασιασμού μέσω της Ε2 είναι το αποτέλεσμα μιας 
ισορροπίας μεταξύ της ERα και ERβ σηματοδότησης [Liu MM.et al. 2002].  
Τα αντι-οιστρογόνα, που έχουν σχεδιαστεί για να εμποδίζουν τον ERα, είναι 
αποτελεσματικά και ευρέως χρησιμοποιημένα κλινικά στη θεραπεία του καρκίνου 
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του μαστού (Σχήμα 4) [Clarke M.et al. 2006, Early Breast Cancer Trialists’ 
Collaborative Group.2005]. Ωστόσο, παρόλο που τα συνθετικά αντι-οιστρογόνα είναι 
η κύρια θεραπεία για την αντιμετώπιση  των ERα-καρκινικών κυττάρων του μαστού, 
αυτά τα φάρμακα έχουν παρενέργειες στους ιστούς μη-στόχους και μετά από 
παρατεταμένη θεραπεία, τα καρκινικά κύτταρα  καθίστανται ανθεκτικά στην αντι-
οιστρογονική θεραπεία [Normanno N.et al. 2005, Schiff R.et al. 2005]. Η ιδέα ότι οι 
αγωνιστές του ERβ μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την αναστολή της ανάπτυξης, 
προσφέρει νέες δυνατότητες για μία φαρμακολογική παρέμβαση στη θεραπεία του 
καρκίνου [Montanaro D.et al. 2005, Paruthiyil S.et al. 2004]. Το επιθυμητό 
αποτέλεσμα θα είναι εκείνο στο οποίο οι ERs θα είναι ικανοί να υιοθετήσουν ένα 
πλήθος καταστάσεων απόκρισης ανάλογα με τη φύση του δεσμευμένου προσδέτη 
(Σχήμα 1), όπου ο κάθε προσδέτης επάγει μία μοναδική διαμόρφωση του υποδοχέα 
καθιστώντας ικανή την πρόσληψη ενός διακριτού προτύπου με  συν-ενεργοποιητές 
και συν-καταστολείς στο σύμπλοκο του μεταγραφικού υποδοχέα. 
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Σχήμα 4. Δομή   Οιστρογόνων – Αντιοιστρογόνων. Ευρέως χρησιμοποιούμενων για 
φαρμακευτικούς σκοπούς. 
 
 
Τα οιστρογόνα, λοιπόν όπως αναφέρθηκε, ασκούν τις επιδράσεις τους μέσω 
των αντίστοιχων οιστρογονικών υποδοχέων τους άλφα (ERα) και βήτα (ERβ), τα 
οποία είναι μέλη της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων [Evans RM.et al. 
1988,  Beato M.et al. 1995]. Οι υποδοχείς των οιστρογόνων έχουν ταυτοποιηθεί σε 
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όλους τους τύπους των ανθρώπινων κυττάρων και έχουν διαφορετικά πρότυπα 
έκφρασης σε κάθε ιστό [Deroo BJ.et al. 2006]. Τα όργανα στόχοι με υψηλή 
περιεκτικότητα σε υποδοχείς οιστρογόνων είναι εκείνα που σχετίζονται με τις 
αναπαραγωγικές λειτουργίες, όπως ο μαστικός αδένας, οι ωοθήκες και η μήτρα, που 
είναι γνωστό ότι είναι οι «κλασικοί» στόχοι των οιστρογόνων. Τα οστά, το 
καρδιαγγειακό σύστημα, ο εγκέφαλος, το ανοσοποιητικό σύστημα και το ήπαρ 
χαρακτηρίζονται από χαμηλότερη περιεκτικότητα σε ER.  
Η πρωτοταγής δομή των υποδοχέων των οιστρογόνων έχει χαρακτηριστεί 
πλήρως και τα αντίστοιχα γονίδια, ESR1 και ESR2, έχουν κλωνοποιηθεί και έχει 
ταυτοποιηθεί η αλληλουχία τους [Greene GL.et al. 1986, Mosselman S.et al. 1996]. 
Τα κωδικοποιημένα πρωτεϊνικά μόρια περιέχουν έξι λειτουργικές περιοχές (Σχήμα 3): 
τη μεταγραφική (Α/Β) της περιοχής (AF-1), η οποία είναι ιδιαίτερα 
ανοσοαντιδραστική, την περιοχή δέσμευσης του DNA (C) η οποία είναι υπεύθυνη για 
την πρόσδεση σε ειδικές αλληλουχίες DNA που είναι γνωστές ως στοιχεία απόκρισης 
οιστρογόνου (ERE), την περιοχή D (μεταξύ C και Ε περιοχές, συζευκτική περιοχή) 
και τις περιοχές Ε και F υπεύθυνες για τη δέσμευση  του προσδέτη, το διμερισμό και 
την μεταγραφική ενεργοποίηση (AF-2). Οι ERα και ERβ διαφέρουν σε μέγεθος (595 
και 530 αμινοξέα, αντίστοιχα). Οι ERα και ERβ εμφανίζουν υψηλή ομολογία στον 
τομέα δέσμευσης του DNA τους (96 %), μερική ομολογία στον τομέα δέσμευσης του 
προσδέτη (53 %), αλλά πολύ χαμηλή στον τομέα Α/Β (30 %) που βρίσκεται στο 
αμινο -τελικό τμήμα των μορίων. Λόγω της υψηλής ομολογίας στον τομέα C, οι ERα 
και ERβ είναι πιθανό να συνδέονται με διάφορους προσδέτες με παρόμοια 
εξειδίκευση και συγγένεια. Στους ERα και ERβ η διαμόρφωση της α-έλικας 12 (Η12) 
εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη φύση του προσδέτη και προφανώς διαφορετικοί 
προσδέτες επάγουν διαφορετική διαμόρφωση, επηρεάζοντας έτσι την αγωνιστική ή 
ανταγωνιστική δραστικότητα των προσδετών [Nilsson S.et al. 2001].  
Το εναλλακτικό μάτισμα των ERα και ERβ γονιδίων οδηγεί σε διαφορετικές 
ισομορφές, προιόντα διαφορετικού ματίσματος. Η μελέτη των Moore et al (1998) 
περιέγραψε πέντε ισομορφές του ERβ ( ERβ 1-5), όπου ΕRβ1 αντιστοιχεί στον ERβ - 
530 [Moore JT.et al. 1998]. Αυτές οι ισομορφές συν-εκφράζονται με τους υποδοχείς  
άγριου τύπου σε διάφορους ιστούς και τα δεδομένα υποδεικνύουν ότι είναι βιολογικά 
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ενεργές. Ο ρόλος τους επομένως στις οιστρογόνο-εξαρτώμενες νόσους είναι υπό 
έρευνα [Deroo BJ.et al. 2006]. 
 
  Η ταυτοποίηση του δεύτερου υποδοχέα των οιστρογόνων ERβ και των 
ισομορφών του υποδοχέα, επιβεβαίωσαν την πολύπλοκη φύση της σηματοδότησης 
των οιστρογόνων και βοήθησαν να ερμηνευτεί η δράση των οιστρογόνων στους 
ιστούς που δεν εκφράζουν τον ERα. Ο ERα και ο ERβ είναι προϊόντα διαφορετικών  
γονιδίων που βρίσκονται σε διαφορετικά χρωμοσώματα [Enmark E.et al. 1997, 
Menasce LP.et al. 1993]. Αρκετές παραλλαγές ματίσματος έχουν περιγραφεί και για 
τους δύο υποτύπους των υποδοχέων (Σχήμα 5), αλλά το κατά πόσο όλες οι 
παραλλαγές εκφράζονται ως λειτουργικές πρωτεΐνες με βιολογικές λειτουργίες δεν 
είναι σαφές. Οι περισσότερες  παραλλαγές των ERα διαφέρουν στην 5΄-αμετάφραστη 
περιοχή τους (UTR) που δεν βρίσκεται στην ακολουθία κωδικοποίησης. Επιπλέον, οι 
μικρότερες ισομορφές του ERα που τους υπολείπονται το εξόνιο 1 και κατά συνέπεια 
το ΝΗ2-τελικό άκρο της AF-1 (που ορίζονται ως hERα-46 και hERα-36), έχουν 
απομονωθεί και έχουν ταυτοποιηθεί σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές [Flouriot G. 
et al. 2005]. Αυτές οι ισομορφές των υποδοχέων δεν έχουν ακόμη προσδιοριστεί ή 
χαρακτηριστεί  στους ιστούς και η συμμετοχή τους στη ρύθμιση των οιστρογoνικών 
επιπτώσεων in vivo παραμένει να προσδιοριστεί. Ωστόσο, είναι ενδιαφέροντα 
εργαλεία έρευνας, δεδομένου ότι έχουν την ικανότητα να ετεροδιμερίζονται με τον 
πλήρους μήκους ERα και έτσι καταστέλλουν την AF-1-εξαρτώμενη δραστικότητα 
[Flouriot G.et al. 2000, Wang Z.et al. 2005]. Ενδεχομένως, μπορούν επίσης να 
εντοπίζονται στη μεμβράνη του πλάσματος και μπορεί να βοηθούν στην διευκρίνηση 
των μηχανισμών όπου συμβαίνει η ταχεία, "μη γονιδιωματική" οιστρογονική 
σηματοδότηση [Li Y.et al. 2003, Wang Z.et al. 2005]. 
 Σε αντίθεση με τους  ΕRα, αρκετές παραλλαγές ματίσματος των ERβ 
εκφράζονται στους ιστούς. Πολλές εναλλακτικές ισομορφές των ERβ έχουν 
περιγραφεί (Σχήμα 5), και πολλές από αυτές εκφράζονται ως πρωτεΐνες στους ιστούς 
[Fuqua SA.et al. 1999, Saji S.et al. 2002]. Αρκετά πειράματα έχουν δείξει ότι οι 
ισομορφές των ERβ μπορούν να διαμορφώσουν την οιστρογονική σηματοδότηση και 
κατά συνέπεια να επιδρούν στη ρύθμιση του γονιδίου στόχου [Leung YK.et al. 2006, 
Ramsey TL.et al. 2004]. Για παράδειγμα, η ανθρώπινη ισομορφή ΕRβ2 (επίσης 
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γνωστή ως ERβ cx) με 26 μοναδικά aa κατάλοιπα, αντικαθιστώντας το C-τελικό 
τμήμα της LBD, δεν είναι σε θέση να δεσμεύσει τον προσδέτη ή τους 
συνενεργοποιητές και δεν έχει μεταγραφική δραστικότητα σε δοκιμασίες 
ανταπόκρισης. Ο ERβ2 διμερίζεται κατά προτίμηση με τον ERα, με αποτέλεσμα τη 
σηματοδότηση μέσω αυτής της ισομορφής [Ogawa S.et al. 1998]. 
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Σχήμα 5. Σχηματική αναπαράσταση διαφόρων ισομορφών του οιστρογονικού υποδοχέα 
(ER). Οι περιοχές των υποδοχέων περιλαμβάνουν την DBD, την LBD και δύο περιοχές 
μεταγραφικής ενεργοποίησης, AF-1 και AF-2, όπως ενδείκνυται για τον hERα. Ο πλήρους 
μήκους ERα στον άνθρωπο αποτελείται από 595 αμινοξέα [Green S.et al. 1986]. Και οι δύο 
μικρότερες ισομορφές του ERα, hERα-46 και hERα-36 στερούνται την περιοχή με ΝH2-
τελικό άκρο υποθάλπτοντας την AF-1 [Flouriot G.et al. 2000, Wang Z.et al. 2005]. Η 
διαγραφή του πέμπτου εξονίου που μας δίνει την ισομορφή του εξονίου 5 hERβΔ έχει ως 
αποτέλεσμα την μετατόπιση του πλαισίου ανάγνωσης και τον τερματισμό της 
πρωτεΐνοσύνθεσης πριν από την LBD [Inoue S.et al. 2000]. Τα σκιαγραφημένα πλαίσια του  
τελικού άκρου του hERβ2 (που ονομάζονται επίσης hERβcx), του hERβ4 και του hERβ5 
αντιπροσωπεύουν τις  διαφορετικές C-τελικές περιοχές αυτών των ισομορφών [Moore JT.et 
al. 1998, Poola I.et al. 2005]. Η πλήρους μήκους ισομορφή του ERβ στα ποντίκια και τους 
επίμυες αποτελείται από 549 αμινοξέα [Enmark E.et al. 1997, Tremblay GB.et al. 1997] και 
έχουν 99% ομοιότητα αλληλουχίας. Οι mERβ2 και rERβ2 ισομορφές έχουν μία προσθήκη 
18-αμινοξέων στην LBD [Chu S.et al. 1997, Lu B.et al. 1998], προκαλώντας σημαντική 
μείωση στη συγγένεια της σύνδεσης του προσδέτη [Lu B.et al. 2000]. Η διαγραφή του 
εξονίου 3 έχει ως αποτελέσματα να αδυνατούν οι ισομορφές των αρουραίων να δεσμευτούν 
στο DNA [Petersen DN.et al. 1998, Price RH Jr. et al. 2000] και η παρατηρούμενη διαγραφή 
του εξονίου 5 ή 6 στα ποντίκια έχει ως αποτέλεσμα τα ισόμορφα να στερούνται διάφορα 
μέρη της LBD [Lu B.et al. 1998]. 
 
 
1.Ι.Γ. Μοριακοί μηχανισμοί δράσης οιστρογόνων μέσω των αντίστοιχων ERs 
Η σηματοδότηση των οιστρογόνων, ξεκινάει με την πρόσδεση των 
οιστρογόνων στους οιστρογονικούς υποδοχείς. Στη συνέχεια, η κύτταρο-ειδική 
μεταγραφική απόκριση προς τα οιστρογόνα εξαρτάται από πολλούς  παράγοντες, η 
πιο άμεση είναι η σύνθεση των συν-ρυθμιστικών πρωτεϊνών και η σύνθεση των 
χαρακτηριστικών των εκκινητών των γονιδίων που αποκρίνονται στα οιστρογόνα 
(Σχήμα 6).  
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Σχήμα 6. Μηχανισμοί δράσης των ERs [Psarra et al. 2008]. 
 
 
1.Ι.Γ.α. Άμεση δράση των υποδοχέων των οιστρογόνων στο γονιδίωμα 
Ενδογενώς, λοιπόν τα οιστρογόνα ή τα φυτοοιστρογόνα εισέρχονται στα 
κύτταρα, όπου συνδέονται στους υποδοχείς των οιστρογόνων (Σχήμα 7). Η 
διαμόρφωση του δεσμευμένου υποδοχέα εξαρτάται έντονα από τη φύση του 
προσδέτη. Η σύνδεση έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση πρωτεϊνών που  
σχετίζονται με τους υποδοχείς  (όπως η hsp90), τον διμερισμό του υποδοχέα (οι ERα 
και ERβ μπορεί να υπάρχουν ως ομοδιμερή ή ετεροδιμερή), τον ταχύ πυρηνικό 
εντοπισμό του ενεργοποιημένου συμπλόκου ER και την δέσμευση του διμερούς, στις 
ειδικές αλληλουχίες του DNA (EREs). Το σύμπλοκο αυτό, αλληλεπιδρά με άλλες 
πρωτεΐνες, όπως η p160 και πρωτεΐνες της οικογένειας CΒΡ/Ρ300, καθώς και με 
άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, με αποτέλεσμα την αναδιαμόρφωση της 
χρωματίνης και την έναρξη της μεταγραφής από τους βασικούς μεταγραφικούς 
μηχανισμούς και της RNA πολυμεράσης [Freedman I.et al. 1999].  
Ώς αποτέλεσμα παρατηρούμε είτε επαγωγή ή καταστολή των γονιδίων και 
αύξηση ή μείωση της πρωτεϊνικής σύνθεσης, αντίστοιχα. Η αποσταθεροποίηση της 
χρωματίνης (αλλαγή της δομής της) είναι ένα βασικό βήμα που απαιτείται για την 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:30:00 EET - 137.108.70.7
 | Σ ε λ ί δ α  
 
25 
έναρξη της μεταγραφής και επιτυγχάνεται με την ακετυλοτρανσφεράση της  ιστόνης 
(HATs) [Wolffe AP.et al. 1999]. Πολλές πρωτεΐνες ενεργοποίησης που απαιτούνται 
για τη δράση των ER είναι οι HATs (οικογένεια p160, p300, CBD)  [Moggs JG.et al. 
2001]. Μια άλλη ομάδα ενζύμων, που είναι γνωστή ως απακετυλάσες ιστόνης 
(HDACs), προάγουν τους ER, που μεσολαβούν στην  καταστολή της μεταγραφής 
[Moggs JG.et al. 2001]. Δεδομένου ότι οι ορμόνες είναι ρυθμιστές της μεταγραφής, 
το μοτίβο των διαμορφωμένων γονιδίων εξαρτάται επίσης από ποια άλλα μονοπάτια 
σηματοδότησης είναι ενεργά στο κύτταρο κατά τη χρονική περίοδο έκθεσης της 
ορμόνης [Katzenellenbogen BS.et al. 2001].     
 
 
Σχήμα 7. Μοντέλο που αναπαριστά τους  διακριτούς μηχανισμούς δράσεις που επιτελούνται μέσω 
των ERs. Το κλασσικό (άμεσο) μονοπάτι περιλαμβάνει την ενεργοποίηση από τον προσδέτη και την 
άμεση σύνδεση του σύμπλοκου ορμόνης υποδοχέα στο DNA, στα ειδικά στοιχεία απόκρισης του 
οιστρογόνου (ERE). Το έμμεσο μονοπάτι περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση του υποδοχέα με άλλους 
μεταγραφικούς παράγοντες μετά την ενεργοποίησή του από τον προσδέτη, και έτσι η γονιδιακή 
ρύθμιση επηρεάζεται από την έμμεση σύνδεση στο DNA. Ένας τρίτος μηχανισμός, που ονομάζεται 
επίσης μη γονιδιωματικός με ταχείς επιδράσεις, δεν είναι τόσο καλά κατανοητός όσο ο γονιδιωματικός 
μηχανισμός, αλλά έχει παρατηρηθεί σε πολλούς ιστούς. Ο προσδέτης ενεργοποιεί έναν υποδοχέα, που 
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πιθανώς σχετίζεται με την μεμβράνη. Είτε πρόκειται για ένα κλασσικό οιστρογονικό υποδοχέα, είτε 
για ένα ισόμορφο ER, ή για ένα διακριτό υποδοχέα ή εναλλακτικά, ένα σήμα ενεργοποιεί ένα 
κλασσικό ER που βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα [Greene GL.et al. 2004, Wang Z.et al. 2005, Doolan 
CM.et a. 2003]. Μετά από αυτή την μη πλήρως γνωστή διεργασία, η αλληλουχία σηματοδότησης 
εκκινείται μέσω δευτερογενών αγγελιοφόρων (SM) που επηρεάζουν τους διαύλους ιόντων ή 
προκαλούν αύξηση στα επίπεδα του οξειδίου του αζώτου στο κυτταρόπλασμα και αυτό τελικά οδηγεί 
σε μία ταχεία φυσιολογική ανταπόκριση χωρίς να περιλαμβάνει τη γονιδιακή ρύθμιση. Το μονοπάτι 
που είναι ανεξάρτητο του προσδέτη περιλαμβάνει την ενεργοποίηση μέσω άλλων μονοπατιών 
σηματοδότησης, όπως η σηματοδότηση αυξητικού παράγοντα. Στην περίπτωση αυτή, ενεργοποιημένες 
κινάσες φωσφορυλιώνουν τους ERs με αποτέλεσμα να ενεργοποιούν το διμερισμό τους, να συνδέονται 
στο DNA και να ρυθμίζουν τα γονίδια.   
 
1.Ι.Γ.β. Έμεση καταστολή ή ενεργοποίηση γονιδίων στόχων άλλων 
μεταγραφικών παραγόντων 
Αρκετά στοιχεία έχουν δείξει ότι υπάρχουν πολλά διακριτά μονοπάτια όπου 
τα οιστρογόνα και οι ERs μπορούν να ρυθμίζουν βιολογικές διεργασίες (Σχήμα 7) 
[Hall JM.et al. 2001]. Οι ERs μπορούν να δεσμευτούν άμεσα στα στοιχεία απόκρισης 
των οιστρογόνων (ERE), στους εκκινητές των γονιδίων-στόχων. Η ενεργοποίηση των 
οιστρογονικών υποδοχέων που εξαρτώνται από τον προσδέτη, πυροδοτεί την 
στρατολόγηση μιας ποικιλίας συν-ρυθμιστών στον υποδοχέα σε ένα σύμπλοκο που 
μεταβάλλει τη δομή της χρωματίνης και διευκολύνει την στρατολόγηση της RNA 
πολυμεράσης II (POL II) στον μεταγραφικό μηχανισμό. Εναλλακτικά οι υποδοχείς 
μπορούν επίσης να επηρεάζουν τη μεταγραφή των γονιδίων, όχι μέσω της ERE-
κατευθυνόμενης κλασικής οδού, αλλά ανεξάρτητα της σύνδεσης τους προς τα 
συναινετικά στοιχεία απόκρισης. Αυτό επιτυγχάνεται με την αλληλεπίδραση των 
υποδοχέων με τον μεταγραφικό παράγοντα ΑΡ-1 (c-fos/c-jun διμερή) μέσω 
αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών, διαμορφώνοντας έτσι την πρόσδεση της ΑΡ-1 στις ΑΡ-
1 θέσεις στο DNA (Σχήμα 8) [Nilsson S.et al. 1998] ή με τον SP-1 (GC-rich SP-1 
motifs), επηρεάζοντας τη μεταγραφή των γονιδίων.  
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Σχήμα 8. Η κλασσική γονιδιωματική (μέσω EREs) και η μη-κλασσική  
(μέσω των SP-1, AP-1 και NF-kB στοιχείων απόκρισης) δράση των υποδοχέων των 
οιστρογόνων [Nilsson.et al. 2001]. 
 
 
Ι.Ι.Γ.γ. Ταχείες μη γενωμικές δράσεις 
Παράλληλα με τις καλά μελετημένες μεταγραφικές δράσεις της Ε2, υπάρχουν 
ταχείες δράσεις που εμφανίζονται εντός δευτερολέπτων ή λεπτών μετά την προσθήκη 
της Ε2 [Song RX.et al. 2006]. Αυτές οι ταχείες δράσεις περιλαμβάνουν την 
ενεργοποίηση των κινασών και φωσφατασών, και την αύξηση της ροής των ιόντων 
κατά μήκος των μεμβρανών. Αν και έχουν γίνει αρκετές μελέτες, εξακολουθεί να μην 
υπάρχει ομοφωνία ως προς το εάν οι κλασικοί ERs εμπλέκονται ή όχι σε αυτές τις 
ταχείες δράσεις, ή αν υπάρχει ένας διακριτός υποδοχέας που σχετίζεται με τη 
μεμβράνη [Doolan CM.et al. 2003, Razandi M.et al. 2004]. Οι επιλεκτικοί προσδέτες 
αυτών των μονοπατιών ή κύτταρα σχεδιασμένα να εκφράζουν επιλεκτικά τον ERα 
στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα, ή στη μεμβράνη μπορεί να αποδειχθούν χρήσιμα 
στη μελέτη των δράσεων των πυρηνικών οιστρογονικών υποδοχέων [Harrington 
WR.et al. 2006, Santen RJ.et al. 2005]. Άλλα στοιχεία αποδεικνύουν ότι τα 
οιστρογόνα επηρεάζουν την αναπαραγωγή μέσω ανεξάρτητων από τους 
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οιστρογονικούς υποδοχείς μονοπατιών και ότι ο υποδοχέας ενδέχεται να μην έχει 
ανταπόκριση στα οιστρογόνα ως ένας μεταγραφικός ενεργοποιητής [Keay J.et al. 
2006]. 
 
 
Ι.Ι.Γ.δ. Ανεξάρτητες από τον προσδέτη δράσεις 
Εκτός από την επαγόμενη από τον προσδέτη μεταγραφική δραστηριότητα του 
ER, έχουν περιγραφεί μονοπάτια που είναι ανεξάρτητα από τον προσδέτη και 
ενεργοποιούν τους ERs. Η σηματοδότηση αυξητικών παραγόντων οδηγεί στην 
ενεργοποίηση των κινασών που μπορούν να φωσφορυλιωθούν και έτσι να 
ενεργοποιήσουν τους ERs ή να συνδεθούν με τους συν-ρυθμιστές κατά την απουσία 
του προσδέτη [Kato S.et a. 1995]. Το μονοπάτι που ενεργοποιείται από αυξητικούς 
παράγοντες θεωρείται ότι συνεισφέρει σημαντικά στην ανάπτυξη ορισμένων όγκων 
που είναι ορμονικά ανεξάρτητοι [Shim WS.et al. 2000].  
Όταν οι δύο υπότυποι των ERs συνεκφράζονται στα κύτταρα, ο ΕRβ μπορεί 
να ανταγωνιστεί τη μεταγραφή που εξαρτάται από τον ERα. Για παράδειγμα, έχει 
φανεί από διάφορες μελέτες, ότι για τη ρύθμιση της μεταγραφής που μεσολαβεί ο 
ERα και εξαρτάται από την ΑΡ-1, η έκφραση του ERβ μεταβάλλει τα μοτίβα 
στρατολόγησης του c-Fos στους ρυθμιστικούς εκκινητές της ΑΡ-1. Επιπλέον, η 
έκφραση του ERβ και του ERβ2 αυξάνει την πρωτεολυτική αποικοδόμηση του ERα 
[Matthews J.et al. 2006]. Συλλογικά, τα στοιχεία αυτά δείχνουν ότι η αναστολή της 
δραστικότητας του ERα από τον ERβ, περιλαμβάνει έναν συνδυασμό 
τροποποιημένης στρατολόγησης  μεταγραφικών παραγόντων και την περαιτέρω 
καταστολή της δραστικότητας του ERα.  
  
Οι δύο υπότυποι των ER εμφανίζουν διακριτές αλληλεπιδράσεις με κοινούς ή 
ειδικούς συμπαράγοντες, δεσμεύονται σε μια ποικιλία προσδετών και μπορεί να 
δράσουν μέσω διαφορετικών στοιχείων απόκρισης, εμφανίζοντας τροποποιημένη 
εξειδίκευση και συγγένεια. Αυτά τα χαρακτηριστικά και η διαφορική έκφραση των 
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ERα και ERβ μπορεί να είναι υπεύθυνη για την ιστο-ειδική απόκριση των 
οιστρογόνων [Nilsson S.et al. 2003]. 
 
 
Ι.Ι.Δ. Μεμβρανικοί και μιτοχονδριακοί υποδοχείς των οιστρογόνων 
Αυξανόμενα πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν σθεναρά την παρουσία και 
τη σημασία των υποδοχέων των οιστρογόνων στις μεμβράνες του πλάσματος σε μία 
ποικιλία κυττάρων. Η δομή του μεμβρανικού ER είναι πιθανόν παρόμοια με αυτή του 
πυρηνικού  υποδοχέα, που έχει μετατοπιστεί σε μία συγκεκριμένη τοποθεσία στη 
μεμβράνη, γνωστή ως “caveolae”, επιτρέποντας την αλληλεπίδραση με άλλα μόρια 
σηματοδότησης.  
Η πρόσδεση της 17β-οιστραδιόλης (Ε2) με πρωτεΐνες των κυττάρων, 
πυροδοτεί τη σηματοδότηση που οδηγεί στη ροή του ασβεστίου, στην ενεργοποίηση 
της αδενυλικής κυκλάσης και την παραγωγή cAMP, στην ενεργοποίηση της 
φωσφολιπάσης C και την παραγωγή ΙΡ3. Δεδομένου ότι αυτά τα σήματα προέρχονται 
από την ενεργοποίηση της πρωτεΐνης G και επειδή οι πρωτεΐνες G και οι ER 
υπάρχουν στην “caveolae”, είναι πιθανή μία αλληλεπίδραση εντός αυτής της 
περιοχής της μεμβράνης. Εναλλακτικά, η Ε2 μέσω των ER μπορεί να ενεργοποιήσει 
μια άλλη πρωτεΐνη G με συζευγμένο υποδοχέα (GPCR) στην μεμβράνη, 
επηρεάζοντας έτσι την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών [Kelly MJ.et al. 2001].  
Τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος, που ανταποκρίνονται ταχύτατα στην Ε2 
και προέρχονται από την μεμβράνη, εμπλέκονται στη διέγερση ή στην αναστολή (που 
εξαρτώνται από τους υποτύπους ERα ή ERβ) της φωσφοϊνοσιτόλης-3 υδροξυκινάσης 
(ΡΙ3Κ) και της οικογένειας των ΜΑΡ κινάσεων, όπως είναι η εξωκυτταρικά 
ρυθμιζόμενη κινάση (ERK), η p38β ισομορφής, καθώς και η c-Jun με Ν-τερματική 
κινάση (JNK) [Simoncini T.et al. 2000]. Η σηματοδότηση μέσω της μεμβράνης 
μπορεί επίσης να επεκταθεί σε άλλους ενδοκυτταρικούς μεταγραφικούς παράγοντες, 
όπως στην ΑΡ-1 ή στην ΝF-kB, με αποτέλεσμα την γονιδιακή καταστολή ή 
ενεργοποίηση (Σχήμα 9). 
Συμπερασματικά, τα σήματα που προέρχονται από τη μεμβράνη μετάγονται 
στο πυρηνικό τμήμα και ρυθμίζουν σημαντικές λειτουργίες, όπως την κυτταρική 
ανάπτυξη και την επιβίωση, τη μετανάστευση, την αγγειογένεση και την απόπτωση  
[Deroo BJ.et al. 2006].  
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Τέλος, τα τρέχοντα δεδομένα που τεκμηριώνουν την παρουσία των ER 
υποτύπων  στα μιτοχόνδρια των ζώων και των ανθρώπινων κυττάρων εμπλέκουν ένα 
ρόλο της σηματοδότησης των ER στην παραγωγή ενέργειας, δίνοντας έτσι έμφαση 
στην πολυπλοκότητα της μεταγωγής σήματος των ER [Solakidi S, Psarra AM.et al. 
2005].  
 
Σχήμα 9. Συντονισμός της μεταγραφής των πυρηνικών και μιτοχονδριακών 
γονιδίων που κωδικοποιούν τα OXPHOS από στεροειδείς και θυρεοειδείς ορμόνες.  
Οι πυρηνικοί υποδοχείς (NR) μπορούν να επάγουν άμεσα στον πυρήνα των γονιδίων με 
HREs στις ρυθμιστικές περιοχές, που είναι τα γονίδια OXPHOS, τα γονίδια πυρηνικού 
μεταγραφικού παράγοντα (NRF1/2) και τα γονίδια μιτοχονδριακού μεταγραφικού παράγοντα 
(TFAM, TFB1M και TFB2M). Τα NRF1/2 έχουν διεγερτική επίδραση στα γονίδια OXPHOS 
και στα μιτοχονδριακά γονίδια μεταγραφικού παράγοντα. Ο κύριος ρυθμιστής της 
μιτοχονδριακής βιογένεσης, ο υποδοχέας γάμμα-συνενεργοποιητής 1α που ενεργοποιείται με 
πολλαπλασιαστή υπεροξυσώματος (peroxisome) (PGC-1α), δρα άμεσα στο πυρηνικό 
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OXPHOS γονίδιο μεταγραφής  και έμμεσα στα πυρηνικά και μιτοχονδριακά γονίδια 
OXPHOS μέσω της επαγωγής των NRF1/2 και των μιτοχονδριακών μεταγραφικών 
παραγόντων, αντίστοιχα. Ο PGC-1alpha μπορεί να ενεργοποιηθεί από διάφορους 
παράγοντες, μεταξύ των οποίων είναι οι στεροειδείς και θυρεοειδείς ορμόνες, οι IFN γάμμα 
και διάφορα στρεσογόνα, κατά την μεταγωγή σήματος και τον μονοπατιών που εξαρτώνται 
από το Ca2+ [Psarra, A.-M. G. and Sekeris, C. E.et al. 2008].  
 
 
1.I.Ε. Η έκφραση των ERs (ERα και ERβ) 
Οι ERα και ERβ συν-εκφράζονται σε πολλούς ιστούς. Ο ERα εκφράζεται 
κυρίως στη μήτρα, στο ήπαρ, στην καρδιά και στα νεφρά, ενώ ο ERβ εκφράζεται 
κυρίως στις ωοθήκες, στον προστάτη, στον πνεύμονα ,στον γαστρεντερικό σωλήνα, 
στην  ουροδόχο κύστη, στο κεντρικό νευρικό σύστημα και στο αιμοποιητικό (Σχήμα 
10) [Deroo BJ.et al. 2001]. 
Μία μελέτη με ποντίκια που στερούνται είτε τον ERα ή τον ERβ ή και τους 
δύο (αERKO, βERKO και αβERKO) απέφερε πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με το 
μοναδικό ρόλο του κάθε υποτύπου στη δράση των οιστρογόνων in vivo [Couse JF.et 
al. 1999]. Εν συντομία, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο ERα απαιτείται για τη 
φυσιολογική ανάπτυξη του μαστικού αδένα και μεσολαβεί στην οιστρογονική 
αύξηση στο σχηματισμό των οστών, ενώ ο ρόλος του ERβ στο σχηματισμό των 
οστών είναι λιγότερο ασαφής. Ο ERα απαιτείται για την προστασία των αγγειακών 
ενδοθηλιακών κυττάρων κατά τον τραυματισμό, καθώς και για την προστασία της 
καρδιάς σε κάποια ισχαιμία μυοκαρδίου. Ο ERα φαίνεται να παίζει έναν ρόλο στην 
ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των λιποκυττάρων, καθώς και ο ERβ πιθανώς να 
εμπλέκεται στην λιπογένεση [Deroo BJ.et al. 2006]. Επιπλέον, οι ERα και ERβ 
εκφράζονται σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου και η μεσολάβησή τους θεωρείται 
ότι παρέχει νευροπροστασία.  
Αρκετά στοιχεία υποστηρίζουν τον κεντρικό ρόλο των υποτύπων ER σε 
ορισμένες μορφές καρκίνου, όπου η έκφραση του ERβ μειώνεται σημαντικά στον 
καρκίνο του μαστού, του προστάτη και του παχέος εντέρου [Deroo BJ.et al. 2006]. 
Στον καρκίνο των ωοθηκών, ο ERα εκφράζεται στους όγκους τόσο μέσω επιθηλιακής 
όσο και στρωματικής προέλευσης, ενώ ο ERβ εκφράζεται σε αφθονία κυρίως στους 
κοκκιώδεις κυτταρικούς όγκους και σε μικρότερο βαθμό στους επιθηλιακούς [Chu 
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S.et al. 2000]. Οι κακοήθεις όγκοι των ωοθηκών που προέρχονται από την 
επιθηλιακή επιφάνεια, αποτελούν περίπου το 90% των καρκίνων των ωοθηκών και 
εκφράζουν χαμηλά επίπεδα των ERβ σε σύγκριση με τους φυσιολογικούς ιστούς. 
Πρόσφατα δεδομένα επισημαίνουν ότι η αποκατάσταση των ERβ στα καρκινικά 
κύτταρα των ωοθηκών, οδηγεί σε αναστολή του πολλαπλασιασμού και σε ενίσχυση 
της απόπτωσης, υποδηλώνοντας έτσι ότι οι ERβ μπορεί να παίζουν έναν πιθανό ρόλο 
ογκοκαταστολής στην καρκινογένεση των ωοθηκών. [Lazennec G.et al. 2006] 
Αρκετά στοιχεία λοιπόν, υποδεικνύουν ότι η δράση των ERβ ασκεί μία ανασταλτική 
δράση στη γονιδιακή έκφραση των ERα και σε πολλές περιπτώσεις αντιτίθεται στις 
δράσεις του ERα [Matthews J.et al. 2003]. 
Δεδομένου ότι πολλά φυτοοιστρογόνα συνδέονται με τους ERβ με 
μεγαλύτερη έλξη από τους ERα και επειδή η πιθανότητά τους να ενεργοποιούν τους 
ERβ είναι υψηλότερη απ’ ότι τους ERα, τα φυτοοιστρογόνα μπορεί να είναι επωφελή 
σε ιστούς στους οποίους μεσολαβεί η σηματοδότηση μέσω των ERβ [Koehler KF.et 
al. 2005]. 
 
 
Σχήμα 10. Κατανομή υποδοχέων οιστρογόνων στα ζωτικά όργανα του ανθρώπου [Arch. 
Pharm. Chem. Life Sci. 2009]. 
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1.I.ΣΤ. Φυτοοιστρογόνα-Ξενοοιστρογόνα 
Τα οιστρογόνα όπως αναφέρθηκε είναι στεροειδείς ορμόνες με πολύπλοκη 
δράση, που χαρακτηρίζονται από υψηλή εξειδίκευση στους ιστούς (high tissue 
specificity) και η δραστικότητά τους εξαρτάται από τη δόση τους. Ασκούν 
πλειοτροπικές δράσεις σε ένα ευρύ φάσμα ιστών, όπως των ωοθηκών, των όρχεων, 
του προστάτη, του μαστού, της μήτρας, των οστών, του ήπατος, του ανοσοποιητικού 
συστήματος, του καρδιαγγειακού και του κεντρικού νευρικού συστήματος [Deroo BJ, 
Korach KS.et al. 2006]. Τα οιστρογόνα προωθούν τον καρκίνο του μαστού και του 
ενδομητρίου στις γυναίκες και επιδεινώνουν τις αυτοάνοσες ασθένειες, όπου η 
απώλεια των οιστρογόνων κατά την εμμηνόπαυση έχει συσχετιστεί με εμφάνιση 
οστεοπόρωσης, στεφανιαίας νόσου, κατάθλιψης και νευροεκφυλισμού. Ενώσεις οι 
οποίες ανταγωνίζονται την επίδραση των οιστρογόνων (ανταγωνιστές) σε ορισμένους 
ιστούς, όπως του μαστού και της μήτρας, ενώ παράλληλα μιμούνται την επίδραση 
των οιστρογόνων (αγωνιστές) σε άλλους ιστούς, όπως των οστών, του εγκεφάλου και 
των καρδιαγγειακών κυττάρων, είναι γνωστές ως εκλεκτικοί ρυθμιστές των 
υποδοχέων των οιστρογόνων (SERMs) [McDonnell DP, Connor CE.et al. 2002]. 
Η τρέχουσα έρευνα δείχνει ότι η πρόσδεση των SERMs στον ERα 
διενεργοποιεί τη μεταγραφή μέσω της σύνδεσης στα EREs, ενώ η σύνδεση των 
SERMs στον ERβ διεγείρει το μονοπάτι της ΑΡ-1, αποδεικνύοντας ότι ο ERα και ο 
ERβ ανταποκρίνονται διαφορετικά στους συγκεκριμένους προσδέτες όσον αφορά το 
μεταγραφικό παράγοντα ΑΡ-1 [Paech K.et al. 1997]. Αξίζει να σημειωθεί, ότι μερικά 
αντι-οιστρογόνα, όπως η ταμοξιφαίνη,  είναι ισχυροί αγωνιστές της ΑΡ-1 μεταγραφής 
σε ορισμένους ιστούς, ενώ σε άλλους δρουν ως αντι-οιστρογόνα μέσω των κλασικών 
EREs. Οι οιστρογονικές επιδράσεις της ταμοξιφαίνης προκαλούν ανάπτυξη και 
διαφοροποίηση των ιστών, όπως για παράδειγμα στην μήτρα και το ενδομήτριο, που 
μπορεί να αποδοθεί στο μονοπάτι της ΑΡ-1, μια κύρια οδός μέσω της οποίας τα 
οιστρογόνα προωθούν την ανάπτυξη και τη  διαφοροποίηση [Webb P.et al. 1995]. 
 
Τα φυτοοιστρογόνα, είναι ουσίες φυτικής προέλευσης οι οποίες έχουν την 
ικανότητα να επηρεάζουν την οιστρογονική λειτουργία στον οργανισμό. Είναι 
σημαντικό να πούμε ότι παρ’όλο που τα φυτοοιστρογόνα έχουν παρόμοια λειτουργία 
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με τα οιστρογόνα, δεν είναι αληθινά οιστρογόνα όπως τα οιστρογόνα που παράγει ο 
οργανισμός μας. Τα φυτοοιστρογόνα μπορούν είτε να δράσουν σαν αδύναμα 
οιστρογόνα ή να παρέχουν τους προδρόμους σε ουσίες που επηρεάζουν την 
οιστρογονική δράση. Για να καταλάβουμε πώς λειτουργούν τα φυτοοιστρογόνα, είναι 
σημαντικό να καταλάβουμε αρχικά πώς λειτουργούν οι ορμόνες μας. Οι ορμόνες 
παρασκευάζονται στον οργανισμό μας και απελευθερώνονται από διάφορους αδένες, 
όργανα και ιστούς μέσα στην κυκλοφορία του αίματος απ’ όπου μπορούν να 
μεταφερθούν σε συγκεκριμένους ιστούς. Οι συγκεκριμένοι αυτοί ιστοί περιέχουν 
σημεία υποδοχής, τα οποία είναι συγκεκριμένα για συγκεκριμένες ορμόνες. Όταν οι 
ορμόνες ενώνονται με τα σημεία υποδοχής, μπορούν να δώσουν το έναυσμα για την 
επίδραση πάνω στους επιθυμητούς ιστούς. Για παράδειγμα, η οιστραδιόλη, το 
ισχυρότερο οιστρογόνο του οργανισμού μας, μπορεί να απελευθερωθεί από τις 
ωοθήκες και να ταξιδέψει σε διάφορους ιστούς, όπως οι μαστοί και η μήτρα. Στους 
μαστούς, η οιστραδιόλη μπορεί να ενωθεί με τους υποδοχείς που προαναφέρθηκαν 
και να αυξήσει την κυτταρική διαίρεση. Στη μήτρα η οιστραδιόλη μπορεί να 
προκαλέσει τη σκλήρυνση της ενδομήτριας γράμμωσης. Οι υποδοχείς δεν είναι τόσο 
συγκεκριμένοι ώστε άλλες ουσίες να μην μπορούν να προσκοληθούν σ' αυτούς. Παρ' 
όλα αυτά, μόνο και μόνο για το λόγο ότι μία ουσία μπορεί να προσκοληθεί σε έναν 
υποδοχέα, δεν σημαίνει ότι θα έχει θετική δράση στον ιστό τον οποίο στοχεύει. 
Τα φυτοοιστρογόνα μπορούν να προσκοληθούν στους οιστρογονικούς 
υποδοχείς του οργανισμού μας και να έχουν είτε προ-οιστρογονικά αποτελέσματα ή 
αντι-οιστρογονικά αποτελέσματα στους ιστούς. Το πώς επηρεάζουν αυτά τους ιστούς 
εξαρτάται εν μέρει από την ποσότητα των οιστρογόνων που ήδη παράγει ο 
οργανισμός μας και από το πόσο κορεσμένα είναι τα σημεία υποδοχής. Αν τα επίπεδα 
των οιστρογόνων μας είναι χαμηλά, όπως συμβαίνει κατά την εμμηνόπαυση, κενοί 
υποδοχείς μπορούν να γεμίσουν από φυτοοιστρογόνα, τα οποία έχουν αδύναμη προ-
οιστρογονική δράση (η ισχύς των φυτοοιστρογόνων κειμένεται από 1/100 μέχρι 
1/1000 της ισχύς της οιστραδιόλης). Αν τα επίπεδα οιστρογόνων είναι υψηλά, όπως 
συμβαίνει σε κάποιες γυναίκες που παρουσιάζουν προ-εμμηνορυσιακό σύνδρομο και 
ενδομητρίωση, τότε τα φυτοοιστρογόνα μπορούν να ανταγωνιστούν με τα ήδη 
υπάρχοντα οιστρογόνα για το ποια θα προσκοληθούν στους υποδοχείς. Όταν τα 
φυτοοιστρογόνα καταλαμβάνουν επιτυχώς τις θέσεις στους υποδοχείς, μειώνουν την 
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συνολική οιστρογονική δραστηριότητα γιατί η επίδρασή τους στους ιστούς είναι 
μικρότερη από την επίδραση που θα είχε η οιστραδιόλη αν κατόρθωνε να καταλάβει 
τους υποδοχείς.  
Άλλοι παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την φυτοοιστρογονική 
δραστηριότητα, εκτός από την ικανότητα να προσκολώνται στα σημεία υποδοχείς 
περιλαμβάνουν: 
1) πόσο χρονικό διάστημα παραμένει προσκολημένο ένα φυτοοιστρογόνο στον 
υποδοχέα, 
2) πόσο γρήγορα διασπάται και απομακρύνεται από την κυκλοφορία του αίματος, και 
3) με ποιο τρόπο επηρεάζει άλλες πλευρές της ποσότητας των οιστρογόνων, όπως τα 
επίπεδα της SHBG (sex hormone binding globulin). H SHBG προσκολάται σε 
ορμόνες στην κυκλοφορία του αίματος και λειτουργεί σαν ρυθμιστής ανενεργών ή 
προσκολλημένων σε πρωτεïνες ορμονών.  
Η αντικατάσταση, κατά την εμμηνόπαυση, των ενδογενών οιστρογόνων με 
εξωγενή, που είναι ευρέως γνωστή ως θεραπεία ορμονικής υποκατάστασης (HRT), 
έχει τεράστια σημασία. Ωστόσο, μία μελέτη του οργανισμού «Πρωτοβουλία για την 
Υγεία των Γυναικών» (WHI Women’s Health Initiative) εγείρει σοβαρές ανησυχίες 
σχετικά με την ασφάλεια της HRT, με αποτέλεσμα την ελάχιστη συμμόρφωση των 
γυναικών λόγω του φόβου ανάπτυξης του καρκίνου του μαστού και της μήτρας 
[Writing Group for the Women’s Health Initiative Investigators. 2002]. Οι εκλεκτικοί 
ρυθμιστές των υποδοχέων των οιστρογόνων (SERMs) θεωρούνται ως μία νέα 
εναλλακτική θεραπεία μετά την εμμηνόπαυση, δεδομένου ότι βελτιώνουν τη 
λειτουργία των οστών με ελάχιστο κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου του μαστού και της 
μήτρας. Πολλά στοιχεία έχουν δείξει ότι τα ενδογενή οιστρογόνα και οι SERMs 
δρουν μέσω της σύνδεσής τους με τους ενδοκυτταρικούς υποτύπους υποδοχέων των 
οιστρογόνων άλφα (ERα) και υποδοχέων των οιστρογόνων βήτα (ERβ). Η δέσμευση 
των SERMs στους υποδοχείς (ERα και ERβ), όμοια με τα φυσικά  οιστρογόνα  
εκκινεί μία σειρά γεγονότων με αποτέλεσμα τη μεταγραφική ρύθμιση συγκεκριμένων 
γονιδίων, τη σύνθεση RNA και την  πρωτεϊνική σύνθεση. 
Σε μετεμμηνοπαυσιακές γυναίκες, η οιστραδιόλη παράγεται κατά κύριο λόγο 
από τη μετατροπή της ανδροστενεδιόνης σε οιστρόνη μέσω του συμπλόκου ενζύμου 
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αρωματάσης στους περιφερειακούς ιστούς. Στη συνέχεια, η οιστρόνη μετατρέπεται 
σε οιστραδιόλη. Η μείωση των επιπέδων της κυκλοφορούσας οιστραδιόλης έχει 
καταδειχθεί ότι επιφέρει ευεργετική επίδραση σε γυναίκες με καρκίνο του μαστού.  
Τα φυτοοιστρογόνα ως φυσικά προερχόμενα μόρια, περιλαμβάνουν τα 
ισοφλαβονοειδή, τις λιγνάνες, τις κουμεστάνες, τα στιλβένια, τα φλαβονοειδή,  την 
κερκετίνη και την καμφερόλη. Πειραματικά δεδομένα αποκαλύπτουν ότι η δράση 
τους είναι δόσο εξαρτώμενη, παρουσιάζει ιστοειδικότητα και επιτελείται μέσω της  
μεσολάβησης των υποδοχέων των οιστρογόνων ERα και ERβ. Τα μέχρι τώρα γνωστά 
φυτοοιστρογόνα μπορούν να ενεργούν ως "φυσικά" SERMs και μπορεί ενδεχομένως 
να λαμβάνονται για την πρόληψη της μετεμμηνοπαυσιακής οστεοπόρωσης και των 
καρδιαγγειακών παθήσεων χωρίς τη δυσμενή επίδραση στο στήθος και τη μήτρα. 
Ωστόσο, από τη στιγμή που τα δεδομένα εξακολουθούν να είναι αμφιλεγόμενα, 
απαιτούνται περαιτέρω κλινικές μελέτες για να οριοθετηθούν ικανοποιητικά οι 
επιπτώσεις στην υγεία των φυτοοιστρογόνων σε συγκεκριμένο πληθυσμό ατόμων 
[Cassidy A.et al. 2003]. 
Τα τρέχοντα δεδομένα καταδεικνύουν ότι αρκετές καινούριες ενώσεις 
συνεχώς εντοπίζονται στη φύση παρουσιάζοντας οιστρογονικές και αντι-
οιστρογονικές ιδιότητες, υποδεικνύοντας ότι η γνώση μας για τα φυτοοιστρογόνα στη 
φύση διαρκώς επεκτείνεται. Επιπλέον χημική τροποποίηση των ήδη υπαρχόντων 
φυτοοιστρογόνων μπορεί να βελτιώσει την οιστρογονική ή αντι-οιστρογονική τους 
δράση ή μπορεί και να αυξήσει την διαλυτότητα ή και τη δυνατότητα διαπερατότητας 
τους από την κυτταρική μεμβράνη.   
 
 
1.I.Ζ. Διαφορετικές δομές των συνθετικών, διατροφικών και περιβαλλοντικών 
οιστρογόνων 
Σε αντίθεση με την κατάσταση ορισμένων πυρηνικών υποδοχέων NRs, όπως 
ο υποδοχέας της θυρεοειδούς ορμόνης (TR) ή ο υποδοχέας του ρετινοϊκού οξέος 
(RAR), όπου το σχήμα της κοιλότητας του προσδέτη δέσμευσης είναι καλά 
προσαρμοσμένο για να προσαρμοστεί η συγγενής ορμόνη, η κοιλότητα σύνδεσης των 
οιστρογονικών υποδοχέων ERs φαίνεται να είναι ακόμα περισσότερο ‘γενναιόδωρη’ 
στο μέγεθος για την Ε2 [Brzozowski AM.et al. 1997]. Αυτό επιτρέπει στον ER να 
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δεσμεύει ένα ευρύ φάσμα ενώσεων με εντυπωσιακά διαφορετικές δομές. 
Επιπρόσθετα, οι οιστρογονικοί υποδοχείς έχουν επίσης συγγένεια στους 
περιβαλλοντικούς ρύπους, όπως στους πολυκυκλικούς αρωματικούς 
υδρογονάνθρακες, στις φθαλικές ενώσεις και στα φυτοφάρμακα, μια κατηγορία 
οιστρογόνων που ονομάζεται «xenoestrogens». [Oostenbrink BC.et al. 2000]. 
Οι περιβαλλοντικοί ρύποι με οιστρογονική δραστικότητα θεωρείται ότι 
επηρεάζουν  την ενδοκρινική σηματοδότηση των οιστρογόνων που απαντάται στους 
ιστούς και αναφέρονται ως ενδοκρινικοί διασπαστές. Αλλοιωμένη αναπαραγωγική 
ικανότητα των άγριων ζώων και εμφάνιση καρκίνων του μαστού και του 
ενδομητρίου, πιστεύεται ότι είναι πιθανές συνέπειες στην έκθεση σε ενδοκρινικούς  
διασπάστες [Lathers CM.Et al. 2002]. Από την άλλη πλευρά, επιδημιολογικές μελέτες 
υποδεικνύουν ότι οι δίαιτες που είναι πλούσιες σε φυτοοιστρογόνα, κυρίως με σόγια 
και ανεπεξέργαστα προϊόντα δημητριακών, μπορεί να σχετίζονται με μειωμένο 
κίνδυνο εμφάνισης ορισμένων ορμονοεξαρτώμενων καρκίνων [Witorsch RJ.et al. 
2002]. Αρκετές έρευνες έχουν τεκμηριώσει τις αντι-πολλαπλασιαστικές  επιδράσεις  
της γενιστεΐνης, το πιο άφθονο φυτοοιστρογόνο που βρίσκεται στη σόγια. Η 
γενιστεΐνη (Σχήμα 4) έχει εννέα φορές υψηλότερη συγγένεια στον ERβ από ότι στον 
ERα [Barkhem T.et al. 1998]. Εξαιτίας της εκλεκτικότητάς της στον ERβ, η 
γενιστεΐνη θα αναμένεται να μην έχει καμία από τις ανεπιθύμητες παρενέργειες της 
αντικατάστασης των οιστρογόνων στο ενδομήτριο, αλλά το αν μπορεί να είναι από 
μόνη της επαρκής στην αντικατάσταση των επιδράσεων των οιστρογόνων στα οστά, 
στον εγκέφαλο, στο καρδιαγγειακό και στου ανοσοποιητικό σύστημα, δεν έχει ακόμα 
διευκρινιστεί [Wietrzyk J.et al. 2005]. 
Μία ποικιλία συνθετικών ανταγωνιστών των οιστρογόνων έχει αναπτυχθεί και 
μερικοί από αυτούς χρησιμοποιούνται κλινικά για να αναστρέψουν τις επιδράσεις των 
οιστρογόνων που προάγουν την ανάπτυξη του καρκίνου του μαστού [Shang Y.et al. 
2006]. Επιπρόσθετες ενώσεις έχουν αναπτυχθεί και περιέχουν υποτύπους των 
υποδοχέων με επιλεκτικές δράσεις [Veeneman GH.et al. 2005]. Όπως 
προαναφέρθηκε, ο όρος SERM (εκλεκτικός ρυθμιστής του οιστρογονικού υποδοχέα) 
περιγράφει τους συνθετικούς προσδέτες του ER που εμφανίζουν μία ιστο-εκλεκτική 
φαρμακολογική δράση. Ως αντι-οιστρογόνα (ή ανταγωνιστές) αντιτίθενται στη δράση 
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των οιστρογόνων σε συγκεκριμένους ιστούς, ενώ μιμούνται τη δράση των ενδογενών 
οιστρογόνων (αγωνιστές) σε άλλους [Katzenellenbogen BS.et al. 2002]. 
 
 
1.Ι.Η. Φυτοοιστρογόνα –Ταξινόμηση 
 
Οι κύριες κατηγορίες των φυτοοιστρογόνων είναι οι ισοφλαβόνες (γενιστεΐνη, 
δαϊδζεΐνη, γλυκιτεΐνη, εκουόλη και βιοχανίνη Α), οι λιγνάνες (εντερολακτόνη, 
εντεροδιόλη), οι κουμεστάνες (κουμεστρόλη), οι φλαβονόλες (κερκετίνη, 
καμφερόλη), τα στιλβένια (ρεσβερατρόλη) και οι μυκοτοξίνες (ζεαραλενόλη)   
(Σχήμα 11) [Benassayag C.et al. 2002]. Είναι είτε φυτικής προέλευσης ή 
προσλαμβάνονται ως πρόδρομες ουσίες και στη συνέχεια μεταβολίζονται in vivo από 
τη μικροχλωρίδα του ανθρώπινου εντέρου. Πράγματι, η εκουόλη προέρχεται από την 
δαϊδζεΐνη από την εντερική μικροχλωρίδα, ενώ οι λιγνάνες, η εντεροδιόλη και η 
εντερολακτόνη, σχηματίζονται από την φυτική λιγνάνη, πρόδρομων γλυκοζιδίων από 
τη δραστηριότητα της μικροχλωρίδας του παχέος εντέρου [Atkinson C.et al. 2005].  
Oι προαναφερθείσες ενώσεις είναι όλες πολυφαινόλες και δομικά μοιάζουν με τα 
φυσικά οιστρογόνα. 
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Σχήμα 11.  Η χημική δομή ορισμένων φυτοοιστρογόνων. 
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Οι πολυφαινόλες βρίσκονται σε όλα τα φυτά, ενώ υπάρχουν περισσότερες από 
8000 φαινολικές δομές εντοπισμένες στη φύση που μπορούν να ταξινομηθούν σε 
περισσότερες από 10 κατηγορίες. Αυτές μπορεί να είναι απλά μόρια (όπως τα 
φαινολικά οξέα) ή αρκετά  πολυμερισμένα μόρια (όπως οι τανίνες). Τα φλαβονοειδή, 
που είναι οι πιο κοινές  πολυφαινόλες στο φυτικό βασίλειο, περιέχουν περισσότερες 
από 5000 ενώσεις, που  υποδιαιρούνται σε έξι μεγάλες κατηγορίες, όπως οι φλαβόνες 
(π.χ. απιγενίνη, λουτεολίνη), οι φλαβονόλες (π.χ. κερκετίνη, καμφερόλη), οι 
φλαβανόνες (π.χ. ναριντζενίνη, εσπεριδίνη), οι φλαβανόλες (π.χ. κατεχίνες, 
επικατεχίνη, γαλλοκατεχίνη), οι ανθοκυανιδίνες (π.χ. κυανιδίνη) και οι ισοφλαβόνες 
(π.χ. γενιστεΐνη, δαϊδζεΐνη) (Σχήμα 12). Οι ισοφλαβόνες (γενιστεΐνη, δαϊδζεΐνη) και 
μερικές φλαβόνες, φλαβανόνες και φλαβονόλες (απιγενίνη, ναριντζενίνη και 
καμφερόλη) ενεργοποιούν τους υποδοχείς των οιστρογόνων με την κατάλληλη 
σηματοδότηση [Kris-Etherton PM.et al. 2002]. 
  
 
 flavan 
 
 isoflavan 
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 neoflavan 
 
 flavanone 
 flavone 
 flavonol 
 
 flavan-3-ol 
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 flavan-3,4-diol 
 
 dihydroflavonol 
 
 anthocyanidin 
 
 anthocyanin 
 
 
Σχήμα 12. Οι τρεις κύριες κατηγορίες φλαβονοειδών εμφανίζονται στην κορυφή και στη 
συνέχεια ταξινομούνται σε διάφορες υποκατηγορίες με βάση το βαθμό οξείδωσής τους. 
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1.Ι.Η.α. Η καμφερόλη 
Οι (πολυ)φαινολικές ουσίες είναι μια σημαντική κατηγορία φυτικών 
συστατικών που εμπλέκονται στο διατροφικό μενού του ανθρώπου. Οι ουσίες αυτές 
αποτελούν μια πολυσύστατη ομάδα με βιολογικώς δραστικές μη-θρεπτικές ενώσεις. 
Μεταξύ αυτών, τα φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή παρουσιάζουν εξαιρετικό 
ενδιαφέρον, με τα πρώτα να αποτελούνται από ενώσεις με συναφή χημική δομή, με 
την έννοια ότι στηρίζονται στον ίδιο C6-C3-C6 σκελετό, προερχόμενα από το 
βιοσυνθετικό μονοπάτι των φαινυλοπροπανοειδών. Ο όρος «φλαβονοειδή» 
χρησιμοποιείται για να συμπεριλάβει τρεις τάξεις συναφών δομικά ομάδων ενώσεων 
που απορρέουν από μια αντίδραση συμπύκνωσης ενός «ενεργοποιημένου» υδροξυ-
κινναμικού οξέος (φαινυλοπροπανοειδές) με το μηλόνυλο-CoA, τα κύρια 
φλαβονοειδή, τα ισοφλαβονοειδή και τα νεοφλαβονοειδή. Από την άλλη πλευρά, τα 
στιλβενοειδή είναι ενώσεις που προέρχονται από μία παρόμοια αντίδραση 
συμπύκνωσης, αλλά με την διαμεσολάβηση ενός εξελικτικά διαφοροποιημένου 
ενζύμου. Η εξέχουσα σημασία των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών πηγάζει 
από το γεγονός ότι εμπλέκονται σε πολλές λειτουργίες της φυσιολογίας των φυτών, 
όπως τον χρωματισμό των ιστών, την ανθεκτικότητα ενάντια σε μικρόβια και έντομα, 
τις αλληλεπιδράσεις με άλλους οργανισμούς, την προστασία από την υπεριώδη 
ακτινοβολία, την μετάδοση και απόκριση σε ερεθίσματα του περιβάλλοντος, την 
βλάστηση της γύρης και την ενεργό μεταφορά αυξινών. Επιπλέον, τα συστατικά 
αυτά, όπως αποδείχθηκε πρόσφατα, έχουν εξαιρετικά υψηλή φαρμακολογική αξία.  
Οι φλαβονοειδείς ενώσεις διαθέτουν αντι-οξειδωτικές, αντι-φλεγμονώδεις, 
αντι-μικροβιακές, αντι-καρκινικές ιδιότητες όπως επίσης μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν για την καταπολέμηση αλλεργιών, για την καταστολή μετα- 
εμμηνοπαυσιακών συμπτωμάτων και καρδιαγγειακές θεραπείες. Επίσης, υπάρχει 
θετική συσχέτιση μεταξύ της πρόσληψης φλαβονοειδών και της μείωσης του 
κινδύνου για πρόκληση στεφανιαίας νόσου, εγκεφαλικών επεισοδίων και πολλών 
ειδών καρκίνου όπως έχει αποδειχθεί μέσα από πολυάριθμες επιδημιολογικές 
μελέτες. Έχουν συνήθως μια γενική δομή ενός πυρήνα (έναν βενζοϊκό δακτύλιο Α, 
και έναν ετεροκυκλικό δακτύλιο C) με έναν αρωματικό δακτύλιο Β που συνδέεται 
στη 2-θέση. 
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Πολλοί από τους δευτερογενείς μεταβολίτες που κατέχουν τις 
προαναφερθείσες ιδιότητες παράγονται από τα φυτά σε μικροποσότητες και είναι 
δύσκολη η επεξεργασία και η απομόνωσή τους. Το ενδιαφέρον για την αξιοποίηση 
των ιδιοτήτων αυτών των δευτερογενών μεταβολιτών σε τομείς όπως η 
φαρμακοβιομηχανία, η ανθρώπινη υγεία, η γεωπονία (π.χ. βιολογική και 
ολοκληρωμένη φυτοπροστασία), έχει αυξήσει την ανάγκη για την ετερόλογη 
βιοσύνθεση των ουσιών που έχουν ή θεωρείται ότι έχουν επωφελείς ιδιότητες, όπως 
είναι τα φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή. Το κουμαρικό οξύ, ένα φαινολικό οξύ, η 
ρεσβερατρόλη, ένα στιλβενοειδές, η ναριγκενίνη, μια φλαβανόνη, η γενιστεΐνη, μια 
ισοφλαβόνη και οι φλαβονόλες, καμφερόλη και κερκετίνη, έχει αποδειχθεί ότι 
ανήκουν σε ουσίες με υψηλή διατροφική και αγρονομική αξία.  
 
 
 
 
Σχήμα 13. Η χημική δομή της καμφερόλης. Ανήκει στην οικογένεια των φλαβονολών. Το 
μοριακό της βάρος είναι 286,236 και ο χημικός της τύπος είναι C15H10O6. 
 
Η καμφερόλη (Σχήμα 13) είναι ένα κίτρινο κρυσταλλικό στερεό με σημείο 
τήξεως στους 276-278 ° C. Είναι ελαφρώς διαλυτή στο νερό και διαλυτή σε θερμή 
αιθανόλη και διαιθυλαιθέρα. Είναι ένα φυσικό φλαβονοειδές που έχει απομονωθεί 
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και βρίσκεται κυρίως στο τσάι [Jun Seong Park.et al. 2006], στην κάππαρη [Dr. 
Michael Colgan. "Optimum Sports Nutrition". 1993., Nutrient Data Laboratory, ARS, 
USDA. 1995], στο λάχανο [Dr. Michael Colgan. "Optimum Sports Nutrition". 1993] 
στο μπρόκολο [Nutrient Data Laboratory, ARS, USDA. 2009], στα φουντούκια, στον 
άνηθο [Dr. Michael Colgan. "Optimum Sports Nutrition". 1993], στο γκρέιπφρουτ, 
στα φασόλια, στα αντίδια, στο πράσο, στη ντομάτα, στις φράουλες, στα σταφύλια 
[Calderon-Montaño JM.et al. 2011], στα λάχανα Βρυξελλών, στα μήλα και σε άλλες 
φυτικές πηγές.   
 
 
1.Ι.Η.β. Η κάππαρη και η διατροφική της αξία  
  Η κάππαρη είναι μία εξαιρετικά πλούσια πηγή ασβεστίου, καλίου, μαγνησίου, 
νατρίου και ψευδαργύρου - κάτι που μετρήθηκε και σχετικά πρόσφατα (το 2005) σε 
μελέτη του Τμήματος Τεχνολογίας Τροφίμων της Γεωπονικής Σχολής του τουρκικού 
Πανεπιστημίου Selcuk στο Ικόνιο. Επιπλέον, οι σπόροι της κάππαρης περιέχουν 
λιπαρά οξέα, η ανάλυση των οποίων έδειξε ότι ανήκουν, κατά κύριο λόγο, στην 
κατηγορία του λινολεϊκού οξέος, που συγκαταλέγεται στα ωφέλιμα και ευεργετικά 
για τον οργανισμό μας λίπη (η σχετική ανάλυση έγινε από το Γερμανικό Ινστιτούτο 
Έρευνας των Λιπιδίων στο Münster σε συνεργασία με το Πανεπιστημίο Selçuk). Η 
κάππαρη, σύμφωνα με χημική ανάλυση που δημοσιεύτηκε στην «European Food 
Research (2000)», είναι πλούσια και σε φλαβονόλες, όπως η κερκετίνη και η 
καμφερόλη [Dr. Michael Colgan. "Optimum Sports Nutrition". 1993, Nutrient Data 
Laboratory, ARS, USDA. 1995].  
 
 
1.Ι.Η.γ. Oι θεραπευτικές ιδιότητες της κάππαρης 
  Η κάππαρη θεωρείται ένα θεραπευτικό βότανο, το οποίο μάλιστα έχει 
χρησιμοποιηθεί σε φάρμακα και καλλυντικά. Ήδη από την αρχαιότητα, υπάρχουν 
αναφορές στις θεραπευτικές της ιδιότητες. O αρχαίος γιατρός Διοσκουρίδης, λόγου 
χάρη, συνιστούσε τα φύλλα και τη ρίζα της κάππαρης για την καταπολέμηση των 
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οιδημάτων, ενώ σε ένα σύγγραμμα του 15ου αιώνα αναφέρεται ότι η κάππαρη 
«θεραπεύει τη σπλήνα, φθείρει τους εντερικούς σκώληκες, γιατρεύει τις ζοχάδες, 
ενδυναμώνει το σπέρμα, θεραπεύει τα πιασίματα, ωφελεί στα ρευματικά.». Στην  
ιατρική, επισημαίνεται ότι η κάππαρη προστατεύει το συκώτι και βοηθά στην 
καλύτερη λειτουργία του. Πράγματι, η κάππαρη θεωρείται ένα ήπιο διουρητικό 
βότανο που συμβάλλει στην αποβολή των περίσσιων υγρών τα οποία κατακρατά ο 
οργανισμός μας (π.χ. πριν την έμμηνο ρύση). Ακόμη περισσότερο, όμως, η κάππαρη 
πιστεύεται ότι ανακουφίζει από τον πόνο, ενδεχομένως λόγω της ισχυρής 
αντιφλεγμονώδους δράσης της. Επιπλέον, θεωρείται ένα φυτό με αντιοξειδωτική 
δράση, που ενισχύει το ανοσοποιητικό σύστημα, διεγείρει την κυκλοφορία του 
αίματος και τονώνει την αναπνευστική λειτουργία. Παράλληλα, πρόκειται για ένα 
βότανο «πυροδότη ενέργειας» που βοηθά στο ενεργειακό ξεμπλοκάρισμα του 
σώματος. Είναι ένα «δυνατό» τρόφιμο, το οποίο πρακτικά σημαίνει ότι μπορεί να 
καταναλωθεί άφοβα από όσους έχουν υγιές πεπτικό σύστημα, ενώ μπορεί να 
συμβάλει και στην επούλωση των πληγών του έλκους. 
 
 
1.Ι.Η.δ. Τα πράσα 
Τα πράσα ανήκουν σε μια οικογένεια λαχανικών που ονομάζεται Allium, 
όπως το σκόρδο και τα κρεμμύδια. Επιστημονικά στοιχεία αποδεικνύουν ότι 
αποτελούν  φάρμακο για την καρδιά μας. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι 
περιέχουν σημαντικές ποσότητες φλαβονοειδών, με κυριότερο από όλα την 
καμφερόλη. Η εν λόγω ουσία, που βρίσκουμε στο πράσο, σχετίζεται με παραγωγή 
μονοξειδίου του αζώτου στα αγγεία, το οποίο τα βοηθάει να διαστέλλονται και να 
ξεκουράζονται. Παράλληλα, η καμφερόλη εμποδίζει την παραγωγή ενός συστατικού 
που λέγεται ΑDMA. Το ADMA μπλοκάρει την παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου.  
Παράλληλα τα πράσα περιέχουν σημαντικά ποσά φυλλικού οξέος. Το φυλλικό οξύ 
είναι μία βιταμίνη του συμπλέγματος Β. Συμβάλλει εκτός των άλλων στη μείωση των 
επιπέδων ομοκυστεΐνης στον οργανισμό. Υψηλά επίπεδα ομοκυστεΐνης αποτελούν 
παράγοντα κινδύνου για πολλές καρδιαγγειακές παθήσεις. Ένα σημείο που χρειάζεται 
μόνο προσοχή είναι η υψηλή περιεκτικότητα των πράσων σε βιταμίνη Κ. Η βιταμίνη 
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Κ είναι μια ουσία που βοηθάει το αίμα να πήζει. Για το λόγο αυτό καλό είναι να 
αποφεύγεται η κατανάλωση πράσων ή να κρατιέται σταθερή, σε άτομα που 
ακολουθούν μια αντιπηκτική θεραπεία 
 
 
1.Ι.Η.ε. Η ντομάτα 
Η ντομάτα αποτελείται σχεδόν αποκλειστικά από νερό (94,5%) και ένα σύνολο 
θρεπτικών συστατικών. Δεν περιέχει χοληστερόλη, σχεδόν καθόλου νάτριο, ούτε 
κορεσμένα λίπη. Είναι ιδιαίτερα πλούσια σε : 
 βιταμίνη C 
 βιταμίνη Α 
 βιταμίνη Ε 
 μεγάλες ποσότητες κιτρικών και οξαλικών οξέων 
 β-καροτένιο 
 φολικό οξύ 
 σελήνιο 
 κάλιο 
 μαγνήσιο 
 ασβέστιο 
 φώσφορο 
 σίδηρο 
 ψευδάργυρο 
 χαλκό 
 μαγγάνιο 
 λυκοπένιο (ισχυρή αντιοξειδωτική ουσία) 
 φλαβονοειδή αντιοξειδωτικά (προανθοκυανιδίνη, κατεχινικό οξύ, φλαβόνη, 
φλαβονόλη, καμφερόλη και κερκετίνη) 
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1.Ι.Η.στ. Οι δράσεις της ντομάτας 
 Πρόληψη του καρκίνου, όπως έχει καταδειχθεί από πολλές μελέτες, οι οποίες 
έχουν δείξει ότι η τακτική και επαρκής κατανάλωσή της μειώνει τον κίνδυνο 
εμφάνισης καρκίνου σε ποσοστό που φτάνει ακόμα και το 40%, για 
περιστατικά που αφορούν κυρίως στον καρκίνο του παχέως εντέρου, της 
ουροδόχο κύστης, ενώ κάποιες άλλες αναφέρουν και τον καρκίνο του 
προστάτη, του πνεύμονα και του στομάχου. Η δράση αυτή οφείλεται στα 
φλανοβοειδή, τα οποία σημειωτέον, υπάρχουν κυρίως στη φλούδα της 
ντομάτας. 
 Αντιοξειδωτική δράση (λυκοπένιο, β-καροτίνη, σελήνιο, βιταμίνες Ε και C) 
και εξουδετέρωση των ελεύθερων ριζών (άμβλυνση συνεπειών γήρανσης) 
 Πρόληψη καρδιαγγειακών παθήσεων 
 Ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος 
 Ανασυγκρότηση και αποκατάσταση κυττάρων 
 Αύξηση γονιμότητας και σεξουαλικότητας 
 Καλή λειτουργία μεταβολισμού 
 Καλή λειτουργία νευρικού συστήματος 
 Αντιμετώπιση διαταραχών μεταβολισμού γλυκόζης 
 Ομαλή καρδιακή λειτουργία 
 Αντιμετώπιση του στρες 
 Αντιμετώπιση των μυικών κραμπών 
 Συμβάλλει στην αντιμετώπιση της δυσκοιλιότητας 
 Πρόληψη ωχράς κηλίδας 
Η κατανάλωση της καμφερόλης στο τσάι και στο μπρόκολο έχει συνδεθεί με  
μειωμένες πιθανότητες εμφάνισης καρδιοπάθειας. Πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει 
ότι η καμφερόλη και κάποιοι γλυκοζίτες της καμφερόλης έχουν ένα ευρύ φάσμα στις  
φαρμακολογικές τους δράσεις, συμπεριλαμβάνοντας τις αντιοξειδωτικές, 
αντιφλεγμονώδεις, αντιμικροβιακές, αντικαρκινικές, καρδιοπροστατευτικές, 
νευροπροστατευτικές, αντιδιαβητικές, αντιοστεοπορωτικές, οιστρογονικές/ 
αντιοιστρογονικές, αγχολυτικές, αναλγητικές και αντιαλλεργικές τους 
δραστηριότητες [Calderón-Montaño JM.et al. 2011]. Επιπλέον, μία μελέτη οκτώ ετών 
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έδειξε ότι η κατανάλωση τριών φλαβονολών (καμφερόλη, κερκετίνη και μυρικετίνη) 
συσχετίζεται με χαμηλότερο κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου του παγκρέατος στους 
καπνιστές, αλλά όχι στους μη καπνιστές και στους πρώην καπνιστές [Nöthlings 
Ute.et al. 2007]. Η κατανάλωση της καμφερόλης επίσης έχει συσχετιστεί με μειωμένη 
συχνότητα εμφάνισης του καρκίνου του πνεύμονα [Irwin, Kim.et al. 2008)]. Μπορεί 
να είναι ένα ισχυρό προφυλακτικό κατά του μεσολαβούμενου με NOX 
νευροεκφυλισμού [Jang YJ.et al. 2011], όπως επίσης, έχει βρεθεί ότι αναστέλλει το 
ένζυμο του λιπαρού οξέος της υδρολάσης (FAAH) [Thors, L.et al. 2008]. 
 
1.I.Θ. Η βιοσύνθεση της καμφερόλης 
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Σχήμα 14. Βιοσύνθεση της καμφερόλης 
© IUBMB 2004 
 
Όπως και άλλα φλαβονοειδή, η καμφερόλη έχει μία διφαινυλο-προπανική 
δομή (C6-C3-C6) και συντίθεται με την συμπύκνωση του 4-κουμαρουλοσυνένζυμου 
A (C6-C3) με τρία μόρια μηλονυλοσυνένζυμου-Α (C6) [Winkel-Shirley.et al. 2001]. 
Αυτή η αντίδραση, που καταλύεται από το ένζυμο συνθάση της χαλκόνης, οδηγεί στο 
σχηματισμό της φλαβονοειδούς ναρινγενίνης της χαλκόνης (flavonoid naringenin 
chalcone) (C6-C3-C6). Αυτή η χαλκόνη μετασχηματίζεται σε ναρινγενίνη της 
φλαβανόνης (flavanone naringenin) από το ένζυμο ισομεράση της χαλκόνης, η οποία 
καταλύει το κλείσιμο του δακτυλίου C3. Το ένζυμο 3-διοξυγενάση της φλαβανόνης 
εισάγει μία ομάδα υδροξυλίου στη ναρινγενίνη στην περιοχή του C3 για να 
σχηματισθεί η δι-υδροκαμφερόλη. Τέλος, το ένζυμο συνθάση της φλαβονόλης 
εισάγει έναν διπλό δεσμό στην δι-υδροκαμφερόλη στην περιοχή C2-C3 για να 
παραχθεί καμφερόλη (Σχήμα 14).  
Τα σάκχαρα όπως η γλυκόζη, η ραμνόζη, η γαλακτόζη και η ρουτινόζη είναι 
συνήθως συνδεδεμένα με την καμφερόλη προς σχηματισμό γλυκοζιδίων. Μερικά 
γλυκοζίδια της καμφερόλης είναι πολύ κοινά στη φύση (π.χ. kaempferol-3-O-
glucoside, που ονομάζεται επίσης astragalin), επειδή η βιοσύνθεσή τους απαιτεί μόνο 
ένζυμα που είναι ευρέως διαδεδομένα στο φυτικό βασίλειο (π.χ.3-O-γλυκοζιλ-
τρανσφεράση της φλαβονόλης). Τα ένζυμα που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση 
κάποιων άλλων γλυκοζιδίων της καμφερόλης είναι περισσότερο περιορισμένα στη 
φύση και, ως εκ τούτου, αυτά τα  γλυκοζίδια θα συνθέτονται μόνο από είδη φυτών με 
τη γενετική πληροφορία που απαιτείται για να κωδικοποιούν τέτοια ένζυμα. Για 
παράδειγμα, το 3-p-κουμαρουλο-τρι-γλυκοζίδιο της καμφερόλης δεν είναι ευρέως 
κατανεμημένο σε φυτά, καθώς η  βιοσύνθεσή του απαιτεί την παρουσία τριών 
ενζύμων που δεν είναι ευρέως διαδεδομένη (Σχήμα 15). 
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1.I.Θ.α Η βιοσύνθεση της γλυκοζυλιωμένης καμφερόλης 
 
Σχήμα 15. Βιοσύνθεση της γλυκοζυλιωμένης καμφερόλης 
© IUBMB 2004 
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1.Ι.Θ.β. Το 3-οακετυλ γλυκοζίδιο της καμφερόλης (TAC) 
Ένα παράγωγο της καμφερόλης είναι το 3-οακετυλ γλυκοζίδιο της 
καμφερόλης (TAC) όπως φαίνεται στο Σχήμα 16 και το τετράκις-ακετυλιωμένο 
γλυκοζιτικό ανάλογο της καμφερόλης, όπως φαίνεται στο Σχήμα 17. 
 
 
 
Σχήμα 16. Το 3-οακετυλ γλυκοζίδιο της καμφερόλης ανήκει στην κατηγορία των 
πολυφαινολών, τα φλαβονοειδή και στην οικογένεια των φλαβονολών. Έχει μοριακό βάρος 
490.414 και διαλυτότητα στο νερό 9.67e-01 g/l. Ο χημικός της τύπος είναι C23H22O12.. 
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Σχήμα 17. Τετράκις-ακετυλιωμένο γλυκοζιτικό ανάλογο της καμφερόλης (ΤΑC). Χημικά 
τροποποιημένο παράγωγο του γλυκοζιδίου της καμφερόλης. 
 
 
Οι φλαβονόλες (όπου κατατάσεται η καμφερόλη) έχουν την 3-
υδροξυφλαβόνη (3-hydroxy-2-phenylchromen-4-one) ως κεντρική δομή και η 
ποικιλομορφία τους, πηγάζει από την διαφορετική θέση των φαινολικών-ΟΗ ομάδων. 
Στους δυτικούς πληθυσμούς, η εκτιμώμενη ημερήσια πρόσληψη είναι στο εύρος των 
20-50 mg ανά ημέρα [Cermak R, Wolffram S.et al. 2006]. Τα γλυκοζίδια της 
καμφερόλης έχει επίσης αναφερθεί ότι έχουν in vitro κυτταροτοξική δραστικότητα, 
παρεμβαίνοντας στον κυτταρικό κύκλο των ανθρώπινων λευχαιμικών κυτταρικών 
σειρών και στο μονοπάτι της σύνθεσης του DNA, με αποτέλεσμα να επάγει την 
απόπτωση στις ανθρώπινες λευχαιμικές κυτταρικές σειρές [Demetzos C.et al. 1997].  
 Έχει πρόσφατα αποδειχθεί ότι η καμφερόλη και τα γλυκοζίδιά της, μπορούν να 
αναστέλλουν τις p90 ριβοσωμικές s6 κινάσες (RSKs), κινάσες της σερίνης / 
θρεονίνης [Rana A, Blenis J.et al. 2008]. Αυτές εμπλέκονται στη μεταγωγή του 
σήματος και ενεργοποιούνται από το MAPK / ERK μονοπάτι, υποδηλώνοντας ότι 
αυτές οι ενώσεις και οι RSK, μπορεί να είναι σημαντικές στη δημιουργία νέων 
στοχευμένων χημειοθεραπειών του καρκίνου [Smith JA.et al. 2005]. 
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Η περιεκτικότητα του 3-οακετυλ γλυκοζίδιου της καμφερόλης στα φασόλια: 
Όσπρια - Φασόλια  
Common bean [Black], whole, raw 3.40 mg/100 g FW  
Common bean [White], whole, raw 7.15 mg/100 g FW  
Common bean [Others], whole, raw 16.40 mg/100 g FW  
 
 
1.Ι.Ι. Απορρόφηση και βιοδιαθεσιμότητα των ισοφλαβονών 
Μελέτες στη βιοδιαθεσιμότητα των ισοφλαβονών (η πιο κοινή μορφή των 
φυτοοιστρογόνων), ιδιαίτερα της γενιστεΐνης και της δαϊδζεΐνης, αποκάλυψαν ότι 
εξαρτώνται από τη δραστηριότητα της μικροχλωρίδας του εντέρου. Τα δεδομένα 
δείχνουν ότι, παρά τη σημαντική μείωση των ισοφλαβονών στο έντερο, οι 
συγκεντρώσεις τους στο πλάσμα είναι σημαντικές. Οι ισοφλαβόνες υπάρχουν κυρίως  
ως ανενεργοί γλυκοζίτες και μετά την απομάκρυνση του υπολοίπου σακχάρου στο 
έντερο από τα βακτήρια (βήτα-γλυκοζιδάσες), μετατρέπονται σε δραστικές ενώσεις, 
παραλαμβάνονται από τα εντεροκύτταρα και εισέρχονται στην περιφερική 
κυκλοφορία [Branca F.et al. 2005]. Μετά την απορρόφηση, συζεύγνωνται στο ήπαρ, 
κυρίως με το γλυκουρονικό οξύ και σε μικρότερο βαθμό με το θειικό οξύ [Shelnutt 
SR.et al. 2003]. Υπάρχει μία μεγάλη μεταβλητότητα στο μεταβολισμό της γενιστεΐνης 
και της δαϊδζεΐνης στον άνθρωπο, που έχει αποδοθεί στην ποικίλη ατομική εντερική 
χλωρίδα και στο χρόνο διέλευσης. Όσον αφορά τις λιγνάνες, μεταβολίζονται σε 
εντερολακτόνη και εντεροδιόλη στο έντερο. Στο φινλανδικό πληθυσμό, η 
κατανάλωση ψωμιού ολικής άλεσης (200g/day) έχει οδηγήσει σε διάφορες 
συγκεντρώσεις εντερολακτόνης στο πλάσμα του αίματος (15 έως 41,4 nmol / l ) 
[Adlercreutz H.et al. 2002]. 
Μία πρόσφατη μελέτη για την αξιολόγηση της επίδρασης της σόγιας σε 
διάστημα 8 εβδομάδων στην ουροποιητική απέκκριση ισοφλαβονών σε νεαρά 
κορίτσια (8-14 ετών), αποκάλυψε μία πολύ υψηλή ουροποιητική απέκκριση 
ισοφλαβονών σε σύγκριση με τις ενήλικες γυναίκες. Τα δεδομένα αυτά δείχνουν 
μικρότερη εντερική αποικοδόμηση ή και μεγαλύτερη απορρόφηση των ισοφλαβονών 
σε νέους ανθρώπους, τονίζοντας ότι απαιτούνται περαιτέρω έρευνες σχετικά με τη 
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φαρμακοκινητική και την ηλικία στην κατανάλωση ισοφλαβονών [Maskarinec G.et 
al. 2005]. 
Τα φλαβονοειδή βρίσκονται κυρίως συζευγμένα με σάκχαρα (γλυκοζίτες) στα 
φυτά. Κάποια στοιχεία υποστηρίζουν ότι η μη συζευγμένη μορφή των φλαβονοειδών, 
καθώς και οι γλυκοζίτες τους παίζουν σημαντικό ρόλο  στην εντερική απορρόφηση, 
που κυμαίνονται στο 10-60 %, ανάλογα με τον τύπο και την πηγή των φλαβονοειδών. 
Για παράδειγμα, η απορρόφηση της κερκετίνης που προέρχεται από το τσάι έχει 
αποδειχθεί ότι είναι η μισή από αυτή των κρεμμυδιών. Δεδομένου ότι η κερκετίνη 
στα κρεμμύδια βρίσκεται κυρίως ως ένα τμήμα του  γλυκοζίτη, έχει αποδειχθεί ότι η 
γλυκοζιδική μορφή των φλαβονοειδών μπορεί να ενισχύσει την απορρόφησή τους 
[Ross JA.et al. 2002].  Πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι πολλά μεταβολικά στοιχεία 
των φυτοοιστρογόνων και των φλαβονοειδών που σχηματίζονται, είτε στο έντερο ή 
στο ήπαρ, μπορεί να είναι επίσης βιολογικά δραστικά και μπορεί να μεσολαβήσουν 
στη σηματοδότηση των οιστρογόνων [Mueller SO.et al. 2004]. Συνολικά, η 
βιοδιαθεσιμότητα των διατροφικών ουσιών καθορίζει τη δραστικότητά τους in vivo. 
Ωστόσο, η σχέση των in vitro μελετών με τις in vivo καταστάσεις, θα πρέπει να 
εξετάζονται με προσοχή. Παρ’ όλο που ο μεταβολισμός στους περιφερικούς ιστούς 
επίσης παίζει ρόλο, το μεγαλύτερο μέρος της μετατροπής φαίνεται να συμβαίνει στο 
έντερο και στο ήπαρ, επομένως, τα επίπεδα στους ιστούς μπορεί να είναι ανάλογα με 
εκείνα στο πλάσμα. 
 
 
1.Ι.Κ. Πρόσληψη των πολυφαινολών και των φυτοοιστρογόνων 
 Αρκετές μελέτες έχουν διερευνήσει τη διατροφική πρόσληψη των 
πολυφαινολών και των φυτοοιστρογόνων. Αρκετά αποτελέσματα ωστόσο, είναι 
αντιφατικά. Πολυάριθμοι παράγοντες, όπως το φως, οι περιβαλλοντικές συνθήκες, η 
γενετική των φυτών, η ωριμότητα και η ποικιλία των ειδών, επηρεάζουν το 
σχηματισμό και το περιεχόμενο των φλαβονοειδών και των φυτοοιστρογόνων στα 
φυτά. Επιπλέον, διαφορετικές μέθοδοι που εκτιμούν την περιεκτικότητα των 
πολυφαινολών στα φυτά, έδωσαν μεταβλητά αποτελέσματα [Ross JA.et al. 2002]. Τα 
πιο ευρέως μελετημένα φυτοοιστρογόνα είναι οι ισοφλαβόνες, γενιστεΐνη και 
δαϊδζεΐνη από τρόφιμα σόγιας (που καταναλώνονται κυρίως στην Ανατολή), ενώ οι 
λιγνάνες καταναλώνονται κυρίως από τους Ευρωπαίους, διότι τα τρόφιμα, όπως 
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πίτουρα δημητριακών, όσπρια και λαχανικά (που είναι γνωστό ότι είναι πλούσια σε 
λιγνάνες) διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ευρωπαϊκή διατροφή. Τα φασόλια 
σόγιας περιέχουν 560-3810 mg/kg ισοφλαβόνες, ανάλογα με την ποικιλία και τις 
συνθήκες καλλιέργειας. Το γάλα σόγιας, οι φύτρες φασολιών, κλπ., περιέχουν 13 – 
2030 mg/kg ισοφλαβόνες, ανάλογα με το αρχικό υλικό και την τελική περιεκτικότητά 
τους σε νερό. Τα τρόφιμα σόγιας, ωστόσο, είναι πλέον ευρέως διαθέσιμα στους 
ευρωπαίους καταναλωτές και ανάλογα τα ευρωπαϊκά δεδομένα περιέχουν 38–3000 
mg/kg ισοφλαβόνες, ανάλογα με την πηγή της σόγιας και την αραίωσή της με άλλα 
συστατικά [Fletcher RJ.et al. 2003]. Διάφορες αναφορές επισημαίνουν ότι η 
εκτιμώμενη ημερήσια πρόσληψη των φλαβονοειδών, διαφέρει μεταξύ των χωρών, 
που κυμαίνονται από 20-100 mg/day [RossJA.et al. 2002].  
 
 
1.Ι.Λ. Τα φυτοοιστρογόνα είναι ρυθμιστές της προκαλούμενης δραστικότητας 
των ERα και ERβ  
 Πολλά στοιχεία καταδεικνύουν διάφορα χαρακτηριστικά των 
φυτοοιστρογόνων: δράση που μοιάζει με αυτή των οιστρογόνων, σύνδεση στους 
υποδοχείς των οιστρογόνων, μετενεργοποίηση των ER, οιστρογονοεξαρτώμενη 
γενετική έκφραση γονιδίου-στόχου ή επιδράσεις στην κυτταρική ανάπτυξη. Διάφορες 
μελέτες, ωστόσο, παρέχουν ποικίλα αποτελέσματα σχετικά με την οιστρογονική 
δραστικότητα των φυτοοιστρογόνων. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι η 
δραστικότητα πολλών φυτοοιστρογόνων έχει δοκιμαστεί σε διάφορα κυτταρικά 
συστήματα χρησιμοποιώντας διαφορετικές τεχνικές (π.χ. δοκιμασίες δέσμευσης 
προσδέματος, δοκιμασίες μετενεργοποίησης, γονιδιακή έκφραση στόχου) κάτω από 
διαφορετικές συνθήκες (όπως με διαφορετικές δοσολογίες και με ττην παρουσία ή 
την απουσία της οιστραδιόλης), έτσι ώστε τα αποτελέσματα να μην είναι συγκρίσιμα. 
Σε μία μελέτη του Harris et al (2005), με επιμολυσμένα κύτταρα MCF-7 με 
ERα ή ERβ, αξιολογήθηκαν οι δοσοεξαρτώμενες αποκρίσεις των διαφόρων 
φυτοοιστρογόνων εν απουσία και παρουσία της 17β-οιστραδιόλης [Harris DM.et al. 
2005]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η γενιστεΐνη, η δαϊδζεΐνη, η απιγενίνη και η 
κουμεστρόλη είχαν μία διαφορετική και ισχυρή μετενεργοποίηση των ERα και ERβ, 
επάγοντας  μεταγραφή, με ενεργοποίηση της δραστικότητας του ERβ έως και 100 
φορές μεγαλύτερη. Η εκουόλη, η ναριγκενίνη και η καμφερόλη είναι ασθενέστεροι 
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αγωνιστές. Κατά την παρουσία 0,5 nM 17β-οιστραδιόλης, η προσθήκη της 
γενιστεΐνης, της δαϊδζεΐνης και της ρεσβερατρόλης, υπερδιέγειρε το σύστημα, ενώ η 
καμφερόλη και η κερκετίνη  ενήργησαν ως ανταγωνιστές στις υψηλότερες δόσεις. 
 Μεγάλο ενδιαφέρον εμφανίζεται στην ικανότητα των φυτοοιστρογόνων να 
ρυθμίζουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Η ρεσβερατρόλη, η  γενιστεΐνη και η 
κερκετίνη έχουν δείξει διφασική διαφοροποίηση σε σχέση με τον πολλαπλασιασμό 
των ER καρκινικών κυττάρων του μαστού. Αυτές διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό σε 
χαμηλή συγκέντρωση (σχετικά κοντά στις φυσιολογικές τιμές), ενώ ο ER εμπλέκεται 
ενδεχομένως σε αντίθετα αποτελέσματα όσον αφορά τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 
[Levenson AS.et al. 2003]. Ωστόσο, αναστέλλουν τον πολλαπλασιασμό σε 
συγκεντρώσεις υψηλότερες από 50-60 μΜ, όπου οι επιδράσεις στην αναστολή της 
κυτταρικής ανάπτυξης  ασκούνται μέσω οδών ανεξαρτήτως των ER. Επιπλέον, 
μελέτες σε ζώα έχουν δείξει επίσης ότι τα φυτοοιστρογόνα ασκούν διαφορετικές 
επιδράσεις ανάλογα με την απουσία ή την παρουσία ενδογενούς οιστραδιόλης.  
 Τα φυτοοιστρογόνα, παρόμοια με τα οιστρογόνα, έχουν δείξει ότι δρουν 
μέσω διαφόρων μηχανισμών σηματοδότησης στα κύτταρα, μεταξύ αυτών μέσω 
μεμβρανικών υποδοχέων, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των ERK κινασών 
[Watson CS.et al.2005]. Τα φυτοοιστρογόνα έχουν δείξει όχι μόνο ότι ασκούν άμεση 
επίδραση στη δραστικότητα των ER, αλλά επίσης και ότι επηρεάζουν το σχηματισμό 
της ενδογενούς 17β-οιστραδιόλης, ρυθμίζοντας έτσι έμμεσα την οιστρογονική 
σηματοδότηση. Κάποιοι μεταβολίτες της γενιστεΐνης και της δαϊδζεΐνης που έχουν 
απομονωθεί από ανθρώπινα ούρα (π.χ. γλυκουρονίδια, θειϊκά άλατα) έχουν επίσης 
δείξει ορισμένες αλληλεπιδράσεις με τους ERα και  ERβ, υποδεικνύοντας ότι ο 
μεταβολισμός των ισοφλαβονών όχι μόνο από εντερικά βακτηρίδια, αλλά επίσης και 
από ηπατικά ένζυμα μπορεί να επηρεάσει την  οιστρογονική δραστικότητα [Kinjo J.et 
al. 2004]. 
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1.Ι.Μ. Βιολογικές επιδράσεις 
Επιδημιολογικές και κλινικές μελέτες, καθώς και in vitro μελέτες έχουν 
παράσχει στοιχεία σχετικά με την επίδραση των φυτοοιστρογόνων στην ανθρώπινη 
υγεία και την ασθένεια. Αρκετά στοιχεία, βασισμένα σε επιδημιολογικές έρευνες και 
μελέτες σε ζώα, έχουν δείξει ότι η πρόσληψη φυτοοιστρογόνων μπορεί να έχει 
προστατευτική δράση έναντι διαφόρων μορφών καρκίνου. Ωστόσο, αμφιλεγόμενα 
αποτελέσματα έχουν επίσης αναφερθεί [Adlercreutz H.et al. 2004]. Τα 
φυτοοιστρογόνα που προέρχονται από διάφορες φυτικές πηγές, έχουν δείξει 
διαφορετικές επιδράσεις σε διαφορετικούς τύπους καρκίνου. Είναι αξιοσημείωτο ότι 
πολλές επιδημιολογικές και πειραματικές μελέτες έχουν επικεντρωθεί στις 
ισοφλαβόνες και στα προϊόντα σόγιας. Πρόσφατα έχει αυξηθεί το ενδιαφέρον για τις 
προστατευτικές επιδράσεις και των υπολοίπων κατηγοριών των φυτοοιστρογόνων, 
όπως π.χ. στις λιγνάνες [Adlercreutz H.et al.  2002]. 
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2.I. Σκοπός  
Σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας είναι η μελέτη της πιθανής διαφορικής 
οιστρογονικής δράσης του τετράκις ακετυλιωμένου γλυκοζιτικού αναλόγου της 
καμφερόλης (TAC) στις δύο ισομορφές των υποδοχέων οιστρογόνων ERα, ΕRβ. Η 
εξακρίβωση της οιστρογονικής δράσης του TAC και πολύ περισσότερο η διαφορική 
του δράση στις δύο ισομορφές των υποδοχέων οιστρογόνων, οι οποίοι όπως 
προαναφέρθηκε διαφοροποιούνται όσον αφορά τη δράση τους τόσο σε επίπεδο 
γονιδίων στόχων όσο και σε επίπεδο ιστοειδικότητας, το καθιστά εν δυνάμει 
φάρμακο για την εκλεκτική  παρεμπόδιση οιστρογονικών δράσεων που επάγουν 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό και άρα ευνοούν την ανάπτυξη του καρκίνου ενώ 
παράλληλα δεν επηρεάζουν ή ευνοούν επιθυμητές αντιοξειδωτικές οιστρογονικές 
δράσεις, οι οποίες επιτελούνται μέσω των δύο διαφορετικών ισομορφών των 
υποδοχέων οιστρογόνων ERα και ERβ.  
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3.I. Υλικά και Μέθοδοι 
3.I.A.  Υλικά 
Ακολουθεί μια λίστα με τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση 
της παρούσας διπλωματικής εργασίας και αναφέρονται οι εταιρείες από τις οποίες 
προέρχονταν. Όσα αντιδραστήρια χρησιμοποιήθηκαν σε διαδικασίες 
κυτταροκαλλιέργειας σημειώνονται με αστερίσκο (*). 
 
3.Ι.Α.α. Αντιδραστήρια - Χημικά 
FBS Gibco® (Life Technologies - Invitrogen) * 
HCl (Merck) 
L-Glutamine (Life Technologies - Invitrogen) * 
Lipofectamine® 2000 (Life Technologies - Invitrogen) * 
NaCl (Panreac) 
NaHCO3 (Merck) 
NaOH (Merck) 
ONPG (Sigma) 
Opti-MEM ® (Life Technologies - Invitrogen) * 
Trypsin-EDTA 5% 10× (Gibco) * 
Αιθανόλη (Panreac και Merck) 
β-μερκαπτοαιθανόλη (Riedel-de Haën) 
Πενικιλλίνη-Στρεπταμυκίνη (Invitrogen) 
Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης κυττάρων ×5 ή Lysis Buffer ×5 (Promega) * 
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3.Ι.Α.β. Θρεπτικά υλικά 
Dulbecco’s modified eagle medium DMEM Gibco® (Life Technologies - Invitrogen) 
* 
 
3.Ι.Α.γ. Βακτηριακά στελέχη 
Χρησιμοποιήθηκαν βακτήρια Escherichia coli στελέχους XL-1 BLUETM (Life 
Technologies - Invitrogen), ο γονότυπος των οποίων περιγράφεται στους Sambrook et 
al. [1989]. 
 
 
3.Ι.Α.δ. Πλασμιδιακοί φορείς 
Στα πειράματα διαμόλυνσης των κυττάρων χρησιμοποιήθηκαν οι 
πλασμιδιακοί φορείς TK-ERE-Luc, pSV40-β-Gal, pcDNA3 και pSG5 για τον ERα και 
ERβ (Σχήμα 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Β. 
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Γ.  
 
 
 
 
 
Σχήμα 18. Αναπαρίστανται οι μοριακές κατασκευές των πλασμιδιακών φορέων που 
χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα διαμόλυνσης των κυττάρων. 
Α) Πλασμιδιακός φορέας TK-ERE-Luc. Ο πλασμιδιακός φορέας TK-ERE-Luc αποτελείται 
από την βιτελλογενίνη Α2 οιστρογονικού στοιχείου απόκρισης (ERE) που ελέγχει τον 
εκκινητή κινάσης θυμιδίνης (TK81) και την λουσιφεράση, στο πλασμίδιο pGL2 [Henttu et al. 
1998]. 
Β) Πλασμιδιακός φορέας που φέρει το γονίδιο της β-Gal. 
Γ) Πλασμιδιακός φορέας pSG5-ΕRα, pSG5-ΕRβ. 
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3.Ι.Β. Μέθοδοι 
3.Ι.Β.α. Μετασχηματισμός δεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
Πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων E. coli στελέχους 
XL-1 Blue τα οποία ήταν αποθηκευμένα σε 30-40 % γλυκερόλη στους -80 °C με τη 
μέθοδο θερμικού σοκ (heat-shock). Σε πλαστικό σωληνάριο eppendorf (1.5 mL) που 
περιέχει 80 μL E. coli XL-1 Blue κυττάρων προστίθεται 1 μL του επιθυμητού 
πλασμιδίου (stock, -20 °C), δουλεύοντας στον πάγο. Αφήνονται προς επώαση στους 4 
°C για  30 min. Ακολούθως το eppendorf μεταφέρεται για 1 min σε υδατόλουτρο 
ρυθμισμένο στους 42 °C. Έπειτα τοποθετείται στους 4 °C για 2 min και ακολουθεί η 
προσθήκη 1 mL αποστειρωμένου LB. Στη συνέχεια τοποθετούνται στους 37 °C για 1 
h και κατόπιν γίνεται επίστρωση 1/500 του αρχικού όγκου σε τρυβλίο με LB-άγαρ το 
οποίο είναι επιστρωμένο με το κατάλληλο αντιβιοτικό, αμπικιλλίνη amp ή 
καναμυκίνη kan, σε συγκέντρωση 100 μg/mL ή 50 μg/mL, αντίστοιχα. Υπό στείρες 
συνθήκες εφαρμόζεται η μέθοδος της διασποράς με γυάλινο διανομέα και η επώαση 
των βακτηριακών κυττάρων γίνεται στους 37 °C για ~16 h. 
 
 
3.Ι.Β.β. Απομόνωση pDNA από μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα σε 
μεσαία κλίμακα (midi prep) 
Έγινε απομόνωση και καθαρισμός πλασμιδίων σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
της QIAGEN χρησιμοποιώντας το plasmid midi kit για πλασμίδια υψηλών 
αντιγράφων [QIAGEN®, 2012]. 
Απομονώθηκαν τα πλασμίδια: pSV40-βGal, ΤΚ-ERE-Luc και pSG5-ΕRβ και 
pSG5-ΕRα για την κλωνοποίηση των οποίων χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες 
βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli στελέχους XL-1 Blue. Τα stock διαλύματα 
πλασμιδιακού DNA ελέγχονται για την καθαρότητά τους και ποσοτικοποιείται η 
περιεκτικότητά τους σε pDNA με φασματοφωτομέτρηση (UV/Vis) σε αραίωση 
1:200. Αποθηκεύονται στους -20 °C. 
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3.Ι.Γ. Διαχείριση Κυτταροκαλλιεργειών 
3.Ι.Γ.α. Καρκινική κυτταρική σειρά  HEK 293 και MCF 7 
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η καρκινική κυτταρική σειρά HEK 
293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) που είναι ένας ειδικός κυτταρικός τύπος 
και προέρχεται αρχικά από ανθρώπινα εμβρυϊκά νεφρικά κύτταρα που 
αναπτύσσονται στους ιστούς (Σχήμα 19). Τα κύτταρα ΗΕΚ 293 είναι πολύ εύκολο να 
αναπτυχθούν, η διαμόλυνση γίνεται πολύ εύκολα και έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως 
σε έρευνες στην βιολογία των κυττάρων για πολλά χρόνια. Χρησιμοποιούνται επίσης 
από τη βιομηχανία της βιοτεχνολογίας για να παράγουν θεραπευτικές πρωτεΐνες και 
ιούς για γονιδιακή θεραπεία. Συχνά αναφέρονται ως ΗΕΚ 293, κύτταρα ΗΕΚ-293, 
κύτταρα 293, ή ως κύτταρα ΗΕΚ. 
 
 
Σχήμα 19. ΗΕΚ κύτταρα 293 που καλλιεργούνται για αρκετές ημέρες σε πρότυπο μέσο 
καλλιέργειας ιστού. EnCor Biotechnology Inc. 
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Επίσης, χρησιμοποιήθηκε η καρκινική κυτταρική σειρά MCF 7 (Michigan 
Cancer Foundation-7) που είναι ένας καρκινικός κυτταρικός τύπος των μαστών και 
απομονώθηκαν για πρώτη φορά από μία 69χρονη γυναίκα το 1970 (Σχήμα 20).  
Τα χαρακτηριστικά τους είναι ότι έχουν οιστρογονικούς υποδοχείς, 
πολλαπλασιαστική απόκριση σε οιστρογόνα και υποδοχείς προγεστερόνης. Αυτός ο 
κυτταρικός τύπος διατηρεί αρκετά χαρακτηριστικά του μαστικού επιθηλίου, 
περιλαμβάνοντας την ικανότητα να επεξεργάζεται την οιστραδιόλη μέσω 
κυτταροπλασματικών οιστρογονικών υποδοχέων. 
 
 
24 ώρες μετά την καλλιέργεια 
 
48 ώρες μετα την καλλιέργεια 
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72 ώρες μετα την καλλιέργεια 
Σχήμα 20. Καρκινική κυτταρική σειρά MCF 7 (Michigan Cancer Foundation-7) 
 
 
3.Ι.Δ. Απόψυξη κυττάρων 
Τα κύτταρα βρίσκονται αποθηκευμένα στους -80 °C, μέσα σε ειδικά φιαλίδια 
(cryovials ή cryotubes). Τοποθετούνται σε υδατόλουτρο (37 °C) όπου 
πραγματοποιείται η απόψυξή τους και αφού γίνει εξωτερικός καθαρισμός του 
cryovial με 70 % EtOH (70 : 30 EtOH : dH2O), αυτό εισάγεται εντός του απαγωγού 
καθέτου νηματικής ροής. Το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε πλαστικό 
σωλήνα falcon (15 mL) και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 1000 rpm, σε θερμοκρασία 
~22 °C (R.T.) για 5 min. Το υπερκείμενο διάλυμα αφαιρείται με αναρρόφηση και το 
ίζημα επαναδιαλύεται σε όγκο 5 mL θρεπτικού μέσου DMEM παρουσία ερυθρού της 
φαινόλης, υψηλής περιεκτικότητας (4 mg/mL) σε γλυκόζη (στο εξής θα αναφέρεται 
ως: DMEM w/ P.R., H.G) εμπλουτισμένου με 1 % v/v 200 mM L-γλουταμίνη (L-
Glut), 1 % v/v πενικιλλίνη-στρεπταμυκίνη (Pen/Strept) και 10 v/v % FBS, για flask 
των 25 cm2 ή σε όγκο 15 mL θρεπτικού μέσου για T75 flask. Τα κύτταρα αφήνονται 
προς επώαση στους 37 °C με συνθήκες υγρασίας 5 % CO2. Αναπτύσσονται σε 
μονόστοιβη καλλιέργεια και η προσκόλλησή τους στο ταπήτιο της πλαστικής 
φλάσκας απαιτεί ≥24 h. 
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3.Ι.Ε. Καλλιέργεια κυττάρων HEK 293 και MCF 7 
Για την καλλιέργεια των κυττάρων HEK 293 χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο 
DMEM w/ P.R., H.G εμπλουτισμένο με 10 % v/v FBS, 1 % v/v 200 mM L-Glut και 1 
% v/v Pen/Strept (πλήρες θρεπτικό μέσο). Τα κύτταρα επωάζονται σε κλίβανο με 
ελεγχόμενη θερμοκρασία 37 °C και ποσοστό CO2 ίσο με 5 %. Το καλλιεργητικό 
υλικό των MCF-7 είναι εμπλουτισμένο και με 1,25 μg/ml ινσουλίνης. Στα 
πειραματικά πρωτόκολλα που εφαρμόστηκαν έγινε επίσης χρήση θρεπτικού μέσου 
DMEM w P.R., H.G. (φωτοευαίσθητο) και DMEM w/o P.R., HG. εμπλουτισμένο με 
10 % FBS το οποίο έχει απενεργοποιηθεί μετά από κατεργασία με ζωάνθρακα (cis-
DMEM) (φωτοευαίσθητο). 
Πραγματοποιείται καθημερινή παρατήρηση των κυττάρων σε ανάστροφο 
μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης, για αποφυγή τυχόν επιμολύνσεων, με έλεγχο της 
φυσιολογικής μορφολογίας των κυττάρων και της πληρότητας (confluency) της 
φλάσκας σε πληθυσμό κυττάρων. 
Αντίστοιχα, για την καλλιέργεια των κυττάρων MCF 7 χρησιμοποιήθηκε 
θρεπτικό μέσο DMEM w P.R., H.G εμπλουτισμένο με οιστραδιόλη (τελικής 
συγκέντρωσης 10-9 M) και ινσουλίνη (τελικής συγκέντρωσης 1μg/ml). 
 
 
3.Ι.ΣΤ. Κατεργασία με ενεργό άνθρακα για παρασκευή cis-FBS 
Για την απενεργοποίηση του FBS προς παρασκευή cis-FBS εφαρμόστηκε 
κατεργασία με ενεργό άνθρακα σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή [Sigma, 
n.d.]. 
Ο ενεργός άνθρακας έχει τη δυνατότητα να προσδένεται σε λιποφιλικά μόρια 
κι ως εκ τούτου να αφαιρεί ορμόνες (ή έστω να μειώνει σημαντικά τα επίπεδά τους) 
όπως ανδρογόνα, οιστραδιόλη, προγεστερόνη, κορτιζόλη, Τ3 και Τ4 από το FBS. Οι 
συγκεκριμένες λιπιδικές ορμόνες του ορού είναι απαραίτητο να αφαιρεθούν ώστε να 
είναι δυνατή η εκτίμηση της επίδρασης τους μετά την εξωγενή τους προσθήκη. 
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3.Ι.Ζ. Θρυψινοποίηση κυττάρων 
Όταν το ποσοστό του πληθυσμού των κυττάρων καλύψει το ~80 % της 
χρησιμοποιούμενης φλάσκας πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια των κυττάρων με 
χρήση διαλύματος πρωτεολυτικών ενζύμων. Αρχικά απομακρύνεται με αναρρόφηση 
από τη φλάσκα το θρεπτικό μέσο καλλιέργειας και προστίθεται ποσότητα διαλύματος 
θρυψίνης-EDTA 0.25 %, όπου αφήνεται να δράσει στους 37 °C. Παρατηρείται η 
αποκόλληση των κυττάρων στο μικροσκόπιο και ακολουθεί αδρανοποίηση της 
θρυψίνης (ως επακόλουθο της αλλαγής της τιμής του pH) με προσθήκη όγκου 
θρεπτικού υλικού (σε αναλογία όγκων ~5:1 θρεπτικό υλικό:διάλυμα θρυψίνης). Το 
εναιώρημα των κυττάρων φυγοκεντρείται στις 1000 rpm, 22 °C για 5 min και 
ακολουθεί αφαίρεση του υπερκείμενου διαλύματος. Το ίζημα των κυττάρων 
επαναδιαλύεται (με καλό πιπετάρισμα) στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας 
(DMEM w P.R., H.G.) και επιστρέφεται η επιθυμητή ποσότητα κυττάρων 
(αραίωση1/10 για, για HEK293 kai 1/4 για MCF-7) στη φλάσκα, με προσθήκη 
κατάλληλου όγκου θρεπτικού μέσου (5 mL για Τ25 και 15 mL για T75). Τα κύτταρα 
διασπείρονται ομοιόμορφα εντός της φλάσκας και αφήνονται προς επώαση στον 
ειδικό κλίβανο υπό ελεγχόμενες συνθήκες (37 °C, 5 % CO2). 
Η διαδικασία επαναλαμβάνεται ανάλογα με το χρόνο διπλασιασμού των 
κυττάρων, 2-3 φορές την εβδομάδα για τα κύτταρα HEK 293 και 2 φορές την 
εβδομάδα για τα κύτταρα MCF 7. Σε κάθε ανακαλλιέργεια ο αριθμός του περάσματος 
(passage) των κυττάρων αυξάνεται κατά +1 την φορά και είναι δείκτης της γήρανσης 
των κυττάρων. 
 
3.Ι.Η. Ψύξη κυττάρων 
Έπεται της θρυψινοποιήσεως. Αφού γίνει φυγοκέντρηση στις 1000 rpm, 22 °C 
για 5 min, το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο FBS. Το 
εναιώρημα των κυττάρων τοποθετείται σε cryovials με αναλογία FBS : DMSO 9:1, 
ανακινείται και αποθηκεύεται εν τάχει στους -80 °C. Το DMSO χρησιμεύει ως 
κρυοπροστατευτικός παράγοντας. 
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3.Ι.Θ. Μέτρηση κυττάρων 
Η μέτρηση των κυττάρων γίνεται με τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου (πλάκα 
Neubauer). 
Πρακτικά πραγματοποιείται θρυψινοποίηση των κυττάρων, σταμάτημα της 
πρωτεολυτικής αντίδρασης με προσθήκη θρεπτικού μέσου, φυγοκέντρηση (στις 1000 
rpm, ~22 °C, για 5 min) του εναιωρήματος των κυττάρων, απόχυση του υπερκείμενου 
διαλύματος και αναδιάλυση του ιζήματος σε όγκο θρεπτικού υλικού. 
Γίνεται η μεταφορά 10 μL εναιωρήματος σε αιμοκυττόμετρο Neubauer και 
μετριέται ο αριθμός των ζωντανών κυττάρων στα 4 τεταρτημόρια. Αφού υπολογιστεί 
ο μέσος όρος του αριθμού των κυττάρων στα 10 μL, ακολουθεί η αναγωγή του σε 
αριθμό κυττάρων ανά mL. Ακολούθως υπολογίζεται μαθηματικά ο όγκος του 
εναιωρήματος κυττάρων που απαιτείται να χρησιμοποιηθεί, ανάλογα με τον 
επιθυμητό αριθμό κυττάρων ανά well, λαμβάνοντας υπ’ όψιν και το συνολικό αριθμό 
των wells προς χρήση. 
Ο υπολογισθέντας όγκος αναδιαλύεται στο θρεπτικό μέσο στο οποίο θα 
αναπτυχθούν τα κύτταρα και αφού γίνει καλό pipetting, το εναιώρημα των κυττάρων 
διαμοιράζεται στα πηγάδια-κελιά (wells) της πλάκας ανάπτυξης των κυττάρων 
(plate). 
 
 
3.Ι.Ι. Παροδική διαμόλυνση κυττάρων 
Τα κύτταρα υπέστησαν παροδική διαμόλυνση με εξωγενές γενετικό υλικό 
εφαρμόζοντας τη μέθοδο των λιποσωμάτων. 
Εντός των λιποσωμάτων εσωκλείεται κατάλληλο πλασμιδιακό DNA και 
δεδομένης της λιπιδικής φύσεως της κυτταρικής μεμβράνης, συντήκονται με αυτή 
απελευθερώνοντας εντός της το περιεχόμενό τους. Επίσης, τα λιποσώματα είναι 
δυνατό να διεισδύσουν στο εσωτερικό της κυτταρικής μεμβράνης με παθητική 
διάχυση ή ακόμη και να εισαχθούν με διαδικασίες ενδοκυττάρωσης κ.ά. [Torchilin.et 
al. 2005]. 
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Έγινε χρήση του χλωριούχου ασβεστίου CaCl2 παρουσία φωσφορικών, όσον 
αφορά τα HEK 293 κύτταρα. Η αναλογία του λόγου γ pDNA : CaCl2 ήταν 1 :5. 
Γενικότερα ο χρησιμοποιούμενος λόγος συγκεντρώσεων υφίσταται τροποποιήσεις, 
για τη βελτιστοποίηση της απόδοσης της διαμόλυνσης. 
 
Εργαστηριακό Πρωτόκολλο διαμόλυνσης των HEK 293: 
Ημέρα 0: Σε 24 κελιά ενός 24× wells-plate προστίθενται 30.000 κύτταρα HEK 293 
ανά well σε θρεπτικό υλικό DMEM w P.R., H.G., +FBS, +L-G, -P/S και αφήνονται 
προς επώαση στους 37 °C, με πλούσια υγρασία περιβάλλοντος και 5 % CO2. 
Ημέρα 1: Ελέγχεται η πληρότητα των κελιών (wells) της πλάκας ανάπτυξης (plate) σε 
κύτταρα. Έφτασε το ~80 %, ποσοστό ικανό για διαμόλυνση, οπότε προχώρησε το 
εργαστηριακό πρωτόκολλο. 
Σε πρώτο βήμα, γίνεται αντικατάσταση του θρεπτικού υλικού των κυττάρων 
με 300 μL/well αντιδραστηρίου DMEM w/o P.R., H.G. (δεν διαθέτει αντιμυκωτικά-
αντιβιοτικά ούτε FBS), τοποθετώντας το τουλάχιστον μισή ώρα προτού ξεκινήσει η 
διαμόλυνση των κυττάρων. Δημιουργούμε διάλυμα CaCl2 με συγκέντρωση 2M και 
διάλυμα HBSx2 που αποτελείται από 50 Mm Heppes, 1,5 mM Na2HPO4 και 280 
mM NaCl2. Στη συνέχεια, αποθηκεύονται και φυλάγονται στους -20 C. 
Ακολούθως ετοιμάζονται τέσσερα διαλύματα (MIX IA IB και MIX IIA και 
IIB): Τα μείγματα ΙΑ ΚΑΙ ΙΒ αποτελούνται από CaCl2, pDNA (ERα και ERβ 
αντίστοιχα) και ddH2O. Τα μείγματα ΙΙΑ και ΙΙΒ αποτελούνται από HBSx2 το οποίο 
τοποθετείται σταγόνα – σταγόνα (drop-wise) στο Eppendorf. 
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Στον Πίνακα Α.I αναγράφονται οι συστάσεις των μειγμάτων που περιγράφηκαν. 
ΠΙΝΑΚΑΣ A.Ι. 
ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΜΕΙΓΜΑΤΩΝ ΠΟΥ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΗΚΑΝ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΜΟΛΥΝΣΗ ΤΩΝ HEK 293 
 Mix IA:  Mix IB: 
 
pSV40-βGal: 0.15 μg/well 
TK-ERE-Luc: 0.15 μg/well 
pSG5-ERα: 1 μg/well 
CaCl2: 6,5 μL/well 
ddH2O 
 
pSV40-βGal: 0.15 μg/well 
TK-ERE-Luc: 0.15 μg/well 
pSG5-ERβ: 1 μg/well 
CaCl2: 6,5 μL/well 
ddH2O 
Mix IIA: Mix IIB: 
HBSx2 HBSx2 
 
 
Τα επιμέρους μείγματα αφήνονται προς επώαση για 10 min (R.T., σκοτάδι). 
Ακολούθως αναμειγνύονται και επωάζονται για 30 min στο σκοτάδι, σε R.T. Το 
ολικό μείγμα διαμοιράζεται με σταδιακή ροή στα wells (+30 μL/well) ώστε να 
αποτελεί το 1/10 του όγκου στο τρυβλίο διαμόλυνσης των κυττάρων και τα κύτταρα 
αφήνονται προς επώαση στον επωαστικό κλίβανο (37 °C, 5 % CO2). Έπειτα, το 
θρεπτικό υλικό των κυττάρων αντικαθίσταται με πλήρες θρεπτικό υλικό cis DMEM 
w/o P.R., H.G. μετά από 12 h (και λιγότερο από 16 h) ώστε να πραγματοποιηθεί ή 
διαμόλυνση και αφήνονται στον κλίβανο για 24 h. 
Αντίστοιχα, έγινε χρήση του εμπορικού αντδραστηρίου λιποφεκταμίνη® 
2000, όσον αφορά τα MCF 7 κύτταρα. Η αναλογία του λόγου γ pDNA : λ 
χρησιμοποιούμενη λιποφεκταμίνη ήταν 1 :2.  
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Στον Πίνακα Α.IΙ αναγράφονται οι συστάσεις των μειγμάτων που περιγράφηκαν. 
Πίνακας Α.ΙΙ 
Mix I: 
pSV40-βGal: 0.15 μg/well 
TK-ERE-Luc: 0.15 μg/well 
Psg5-ER: 1 μg/well 
OptiMEM: 25 μL/well 
Mix II: 
Lipofectamine: 0.6 μL/well 
OptiMEM: 25 μL/well 
 
3.Ι.Κ. Λύση κυττάρων 
Στα πειράματα παροδικής διαμόλυνσης τα κύτταρα λύονται σε Lysis Buffer 
1×. Αρχικά πραγματοποιείται έκπλυση των wells με PBS 1× (παγωμένο, 
αποστειρωμένο). Ακολούθως προστίθενται 70 μL L.B./well και το plate τοποθείται 
προς επώαση στους 4 °C υπό ήπια ανακίνηση για 30 min ώστε να πραγματοποιηθεί η 
λύση. Η αποκόλληση των κυττάρων από το ταπήτιο των wells γίνεται με απόξεση 
(scraping) με το ρύγχος της πιπέττας και ο όγκος που προκύπτει μεταφέρεται σε 
eppendorfs (1.5 mL). Τα eppendorfs φυγοκεντρούνται στις 13.000 rpm, 4 °C για 30 
min και το υπερκείμενο διάλυμα συλλέγεται σε νέα eppendorfs (1.5 mL) όπου και 
αποθηκεύεται στους -80 °C. 
 
3.Ι.Λ. Πρωτόκολλο λουσιφεράσης/β-γαλακτοσιδάσης 
Συνίσταται από δύο ξεχωριστές δοκιμασίες: τη δοκιμασία μέτρησης της 
ενεργότητας της λουσιφεράσης και αυτή της β-γαλακτοσιδάσης. Βάσει των 
αποτελεσμάτων και των δύο δοκιμασιών, εξάγονται οι τιμές σε κανονικοποιημένη 
μορφή. 
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Α) Δοκιμασία λουσιφεράσης 
Η έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για τη λουσιφεράση υπόκειται σε 
μεταγραφικό έλεγχο από τον ER, καθώς βρίσκεται καθοδικά ενός υποκινητή που 
φέρει επαναλαμβανόμενες ERE αλληλουχίες. Χρησιμοποιείται ως γονίδιο αναφοράς, 
δίνοντας πληροφορίες που αφορούν τη μεταγραφική ενεργότητα των κυττάρων που 
έχουν διαμολυνθεί με τη συγκεκριμένη μοριακή κατασκευή. 
 
Αρχή της μεθόδου: 
Η μέθοδος στηρίζεται στην ανίχνευση φωτός που παράγεται από την 
οξείδωση της χρωστικής λουσιφερίνη, σύμφωνα με την αντίδραση 
χημειοφωταύγειας:                         
Λουσιφερίνη + Ο2 -----Λουσιφεράση----- Οξολουσιφερίνη + Ενέργεια (φως) 
Η αντίδραση πραγματοποιείται σε δύο στάδια και καταλύεται από το ένζυμο 
λουσιφεράση, παρουσία συμπαραγόντων όπως το ATP ή τα Ca2+. Η ενεργότητα της 
λουσιφεράσης προσδιορίζεται με μέτρηση του παραγόμενου φωτός σε λουμινόμετρο 
και εκφράζεται σε μονάδες RLU. 
 
Πειραματική διαδικασία: 
Έπεται της διαδικασίας της διαμολύνσεως (βλέπε § 3.2.3.8 «Παροδική 
διαμόλυνση κυττάρων»). Όγκος 20 μL από το κυτταρικό εκχύλισμα κάθε δείγματος 
αναμειγνύεται με 100 μL διαλύματος υποστρώματος λουσιφεράσης. Το διάλυμα 
υποστρώματος λουσιφεράσης είναι φωτοευαίσθητο και συνίσταται από 470 μM 
λουσιφερίνη, 530 μM ATP, 270 μM συνενζύμου Α, 20 mM Tris pH 8.0, 2.67 mM 
MgSO4, 0.1 mM EDTA, 33.3 mM DTT, και dH2O μέχρι τη συμπλήρωση του 
απαιτούμενου όγκου. 
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ΔΙΑΛΥΜΑ ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
1 M Tris PH 8 20 mM 
150 mM MgSO4 2.67 mM 
0.5 M EDTA 0.1 mM 
1 M DTT 33.3 mM 
50 mM Co enzyme-A 270 uM 
4 Mm Luciferine 470 uM 
0.2 M ATP 530 uM 
dH2O  
 
 
Β) Δοκιμασία β-γαλακτοσιδάσης 
Προσδιορίζεται η ενεργότητά της ούτως ώστε να είναι εφικτή η 
κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων που προκύπτουν από την έκφραση του γονιδίου 
της ERE-λουσιφεράσης. 
 
Αρχή της μεθόδου: 
Η ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης προσδιορίζεται με μελέτη της 
υδρόλυσης του χρωμογόνου υποστρώματος 2-Nitrophenyl b-D-galactopyranoside 
(ONPG), όπως φαίνεται στην παρακάτω αντίδραση. 
ONPG (άχρωμο) ----β-γαλακτοσιδάση--- Γαλακτόζη (άχρωμο) + α-νιτροφαινόλη (κίτρινη)  
 
Η αντίδραση καταστέλλεται με προσθήκη διαλύματος Na2CO3 1 M (R.T.), το 
οποίο διαμορφώνει την τιμή του pH στο 11. Στο συγκεκριμένο pH η β-
γαλακτοσιδάση απενεργοποιείται και η ο-νιτροφαινόλη σταθεροποιείται στην 
ανιονική της μορφή κίτρινου χρώματος (Σχήμα 21) [Miller.et al. 1972]. 
Το ποσό της ο-νιτροφαινόλης που σχηματίζεται μπορεί να ποσοτικοποιηθεί με 
φασματοφωτομέτρηση των διαλυμάτων σε λ=420 nm. 
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Σχήμα 21. Η αντίδραση του υποστρώματος ONPG. 
 
Πειραματική διαδικασία: 
Η διαδικασία πραγματοποιείται σύμφωνα με το τροποποιημένο πρωτόκολλο 
των Bengs και Leonhardt [2000] και έπεται της μεθόδου της διαμολύνσεως (βλέπε § 
3.2.3.8 «Παροδική διαμόλυνση κυττάρων»). Όγκος 20 μL κυτταρικού εκχυλίσματος 
από το κάθε δείγμα αναμειγνύεται με 0.3 μL διαλύματος ιόντων Mg2+ 100× και 201 
μL διαλύματος sodium phosphate, δουλεύοντας στην εστία. Το διάλυμα ιόντων Mg2+ 
αποτελείται από 31.5 % v/v β-μερκαπτοαιθανόλη, 10 % v/v MgCl2 και 58.5 % v/v 
ddH2O. Τελευταίο προστίθεται το υπόστρωμα της αντίδρασης, ONPG, όγκου 66 μL. 
Τα δείγματα αναδεύονται και αφήνονται προς επώαση στους 37 °C μέχρι την 
ανάπτυξη επαρκούς έντασης κίτρινου χρώματος (30 min – O/N). Η αντίδραση 
τερματίζεται με προσθήκη 500 μL διαλύματος Na2CO3 1 M. Ακολουθεί 
φασματοφωτομέτρηση των διαλυμάτων σε λ=420 nm, αφού προηγηθεί ο μηδενισμός 
του μηχανήματος με τον τυφλό σωλήνα. Ο τυφλός σωλήνας περιέχει ό,τι και τα 
υπόλοιπα διαλύματα με τη διαφορά πως αντί για δείγμα έχουν προστεθεί 20 μL από 
το χρησιμοποιηθέν Lysis Buffer. 
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3.Ι.Μ. Ανίχνευση φθορισμού - κυτταροχημεία 
Με τη μέθοδο της ανίχνευσης φθορισμού σε μονιμοποιημένα κύτταρα γίνεται 
ο προσδιορισμός βιολογικών μορίων σε καλλιέργειες κυττάρων. Στηρίζεται στη 
χημική συγγένεια και σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος και στην ανάπτυξη μεθόδων 
ανίχνευσης του αντισώματος. 
Πειραματική διαδικασία: 
Σε 6 wells ενός 24× wells-plate τοποθετούνται καλυπτρίδες coverslips (1 
coverslip/well) και το well αποστειρώνεται με 2× εκπλύσεις με EtOH 70 % (χημική 
απολύμανση) και έκθεση σε UV ακτινοβολία για 30 min (αποστείρωση με 
ακτινοβολία). Η πλάκα ανάπτυξης κυττάρων (plate) τοποθετείται εντός του 
επωαστικού κλιβάνου (37 °C, 5 % CO2) μέχρι την ημέρα εφαρμογής του 
πρωτοκόλλου. 
Πειραματικό πρωτόκολλο:  
Σε 7 wells ενός 24× wells-plate αναπτύχθηκαν κύτταρα MCF-7 και HEK 293 (3 
coverslips για τα HEK 293 και 4 coverslips για τα MCF-7). Δοκιμάσαμε διάφορες 
συνθήκες transfection (CaCl2 και λιποφεκταμίνης) και στους δύο τύπους καρκινικών 
κυττάρων, με σκοπό την βελτιστοποίηση του transfection. Η πειραματική διαδικασία 
που ακολουθήθηκε περιγράφεται παραπάνω. 
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4.Ι. Αποτελέσματα  
 
Επιλογή συνθηκών διαμόλυνσης των καρκινικών κυτταρικών σειρών HEK 293 
και MCF-7. 
Για την επιλογή των συνθηκών διαμόλυνσης των κυτταρικών σειρών HEK 
293 και MCF-7, αναπτύξαμε κύτταρα και των δύο προαναφερθέντων κυτταρικών 
σειρών σε καλυπτρίδες τοποθετημένα σε wells από 24x well plate. Για τη διαμόλυνση 
των καρκινικών κυττάρων HEK 293 χρησιμοποιήθηκαν διαδοχικά αυξανόμενες 
αναλογίες CaCl2 : pDNA, ενώ για τη διαμόλυνση καρκινικών κυττάρων MCF-7 
χρησιμποιήθηκαν τόσο αυξανόμενες αναλογίες CaCl2 : pDNA όσο και 
λιποφεκταμίνης : pDNA. Το pDNA που χρησιμοποιήσαμε ήταν το pEGFP C2 ώστε 
να είναι δυνατή η γρήγορη ταυτοποίηση του ποσοστού διαμόλυνσης με τη χρήση 
μικροσκοπίου φθορισμού. Για την παροδική διαμόλυνση των MCF-7 επιλέχθηκε η 
διαμόλυνση με λιποφεκταμίνη (αναλογίας λιποφεκταμίνης : pDNA 2:1) (Σχήμα 20) 
ενώ για την παροδική διαμόλυνση των HEK 293 επιλέχθηκε η διαμόλυνση με CaCl2 
(αναλογίας CaCl2 : pDNA 3:1). 
 
Σχήμα 22. Βελτιστοποίηση μετασχηματισμού καρκινικών κυττάρων  MCF-7 με τη χρήση 
μικροσκοπίου φθορισμού . Στο Α φαίνεται η διαμόλυνση με CaCl2 x5, στο Β φαίνεται η 
διαμόλυνση με λιποφεκταμίνη x1 και στο C φάινεται  η διαμόλυνση με λιποφεκταμίνη x2. 
A. 
 
 
B. 
 
 
C. 
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Επίδραση του τετράκις ακετυλιωμένου γλυκοζιδίου καμφερόλης (ΤAC) στη 
δραστικότητα της άλφα μορφής του υποδοχέα οιστρογόνων (ERα) σε MCF-7 
κύτταρα. 
MCF-7 κύτταρα, τα οποία διαμολύνθηκαν παροδικά με κατάλληλα πλασμίδια 
ώστε να φέρουν γονίδια τα οποία κωδικοποιούν την έκφραση της βήτα 
γαλακτοσιδάσης και γονιδίου αναφοράς λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο υποκινητή  
υποδοχέα οιστρογόνων, επωάστηκαν 72 ώρες υλικό ανάπτυξης απουσία του δείκτη 
κόκκινο της φαινόλης και εμπλουτισμένου με 10% FBS κατάλληλα κατεργασμένου 
για την απομάκρυνση στεροειδών ορμονών. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν 
για 12 ώρες με υλικό ανάπτυξης στο οποίο είχαν προστεθεί αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις ΤΑC (5 μM, 10 και 20 μM) όπως και 1/500 DMSO ως τυφλό δείγμα. 
Μετά τη συλλογή και λύση των κυττάρων ακολούθησε προσδιορισμός ενζυμικής 
δραστικότητας βήτα γαλακτοσιδάσης (για την κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων) 
και δραστικότητας λουσιφεράσης για τον προσδιορισμό της οιστρογονικής ή αντι-
οιστρογονικής δράσης του TAC στον ενδογενή υποδοχέα οιστρογόνων των MCF-7 
κυττάρων. Όπως φαίνεται στο σχήμα 23, αυξανομένων των συγκεντρώσεων TAC 
παρατηρείται αναστολή της μεταγραφικής δραστικότητας των ενδογενών  ΕRs σε 
ΕRα θετικά MCF-7 κύτταρα.  
Σχήμα  
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Σχήμα 23. Επίδραση του TAC στην ενεργότητα του ERα σε MCF-7 καρκινικά κύτταρα. 
Παρατηρούμε μείωση της δραστικότητας του ERα αναλογικά με την αύξηση της 
συγκέντρωσης του TAC. 
 
Διαφορική δράση του τετράκις ακετυλιωμένου γλυκοζιδίου καμφερόλης στη 
δραστικότητα της άλφα και βήτα μορφής του υποδοχέα οιστρογόνων (ERα, 
ERβ). 
HEK 293 κύτταρα, τα οποία παρουσιάζουν ελάχιστα ή μηδενικά επίπεδα 
ενδογενών υποδοχέων ERα και ERβ διαμολύνθηκαν παροδικά με κατάλληλα 
πλασμίδια που φέρουν γονίδια τα οποία κωδικοποιούν την έκφραση των δύο 
ισομορφών υποδοχέων οιστρογόνων (pSG5ERα ή pSG5ERβ), της βήτα 
γαλακτοσιδάσης και γονιδίου αναφοράς λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο υποκινητή 
υποδοχέα οιστρογόνων, επωάστηκαν 72 ώρες με υλικό ανάπτυξης απουσία του 
δείκτη κόκκινο της φαινόλης και εμπλουτισμένου με 10% FBS κατάλληλα 
κατεργασμένου για την απομάκρυνση στεροειδών ορμονών. Στη συνέχεια τα κύτταρα 
επωάστηκαν για 6 ώρες με υλικό ανάπτυξης στο οποίο είχε προστεθεί Α) 10-9 Μ Ε2, 
Β) 5 μΜ ΤΑC Γ) 10-9 Μ Ε2 και 5μΜ ΤΑC, Δ) 1/1000 ΕtOΗ και 1/500 DMSO ως 
τυφλό δείγμα. Μετά τη συλλογή και λύση των κυττάρων ακολούθησε προσδιορισμός 
ενζυμικής δραστικότητας βήτα γαλακτοσιδάσης (για την κανονικοποίηση των 
αποτελεσμάτων) και ενζυμικής δραστικότητας λουσιφεράσης για τον προσδιορισμό 
της οιστρογονικής ή αντι-οιστρογονικής δράσης του TAC στις δύο μορφές του 
υποδοχέα οιστρογόνων. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 24 παρουσία TAC παρατηρείται 
αναστολή της μεταγραφικής δραστικότητας της άλφα μορφής του υποδοχέα 
οιστρογόνων, τόσο παρουσία όσο και απουσία οιστραδιόλης και επαγωγή της 
μεταγραφικής δραστικότητας της βήτα μορφής του υποδοχέα οιστρογόνων τόσο 
παρουσία όσο και απουσία ορμόνης.  
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:30:00 EET - 137.108.70.7
 | Σ ε λ ί δ α  
 
80 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 24.Επίδραση του TAC στη μεταγραφική δραστικότητα των παροδικά 
υπερεκφρασμένων ERα και ERβ σε HEK 293 καρκινικά κύτταρα. Παρατηρούμε μείωση της 
μεταγραφικής δραστικότητας του ERα παρουσία του TAC (απουσία και παρουσία  
οιστραδιόλης) και την αύξηση της μεταγραφικής δραστικότητας  του ERβ παρουσία του 
TAC. 
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5.Ι. Συζήτηση  
Μια διατροφή πλούσια σε φυτοοιστρογόνα μπορεί να οδηγήσει σε διάφορες 
επιπτώσεις στην υγεία. Θα πρέπει να τονιστεί ότι τα σημερινά δεδομένα είναι 
περιορισμένα στο χαρακτηρισμό των βιολογικών επιδράσεων των προϊόντων σόγιας 
και των ισοφλαβονών, γενιστεΐνη και δαϊδζεΐνη, ενώ υπάρχουν λίγα μόνο στοιχεία 
σχετικά με τις λιγνάνες. Εργαστηριακά στοιχεία δείχνουν ότι εκτός από τα μέχρι 
σήμερα γνωστά φυτοοιστρογόνα, π.χ. ισοφλαβόνες, λιγνάνες, κουμεστάνες,  
στιλβένια και φλαβονόλες, όπως κερκετίνη και καμφερόλη, υπάρχουν πολλά 
περισσότερα φυτοοιστρογόνα που έχουν εντοπιστεί στη φύση, έτσι το φάσμα των 
φυτοοιστρογόνων επεκτείνεται και ο βιολογικός τους ρόλος περιμένει να καθοριστεί. 
Πολλά στοιχεία έχουν δείξει ένα ευρύ φάσμα της ορμονικής δραστικότητας των  
φυτοοιστρογόνων (οιστρογονική και αντιοιστρογονική μέσω των υποτύπων ER). 
Συνολικά, ωστόσο, η βιολογική δραστικότητα των φυτοοιστρογόνων εξαρτάται από 
πολλούς παράγοντες, π.χ. τη χημική μορφή των φυτοοιστρογόνων, την πορεία της 
διαχείρισης, το μεταβολισμό, την εγγενή οιστρογονική κατάσταση, το χρόνο και το 
επίπεδο έκθεσης. 
Έχει προταθεί ότι η δράση φλαβονοειδών, όπως καμφερόλης και κερκετίνης 
διαμεσολαβείται μεταξύ άλλων μέσω της αλληλεπίδρασής με τους ERs. Έχει 
αναφερθεί ότι η καμφερόλη μπορεί να λειτουργήσει ως ένας αγωνιστής οιστρογόνων 
ή αναστολέας ανάπτυξης ανάλογα με τις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιείται. Στις 
χαμηλές συγκεντρώσεις (1-10 μM), η καμφερόλη δρα ως αγωνιστής οιστρογόνου 
προς ενίσχυση της ανάπτυξης MCF-7 κυττάρων και ενεργοποίηση της μεταγραφής 
οιστρογόνων-αποκριτικών γονιδίων αναφοράς. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (20-90 
μM), η καμφερόλη αναστέλλει την ανάπτυξη MCF-7 κυττάρων [Wang and Kurzer.et 
al. 1997], προκαλεί αποικοδόμηση του πυρηνικού DNA και υπεροξείδωση των 
λιπιδίων [Sahu and Gray.et al. 1994]. In vivo μελέτες έχουν δείξει ότι η καμφερόλη 
έχει οιστρογονική δραστικότητα και μητροτροφική δραστικότητα στην μήτρα 
αρουραίου [Whitten and Naftolin.et al. 1991]. Επίσης έχει αναφερθεί ότι η 
καμφερόλη σε MCF-7 κύτταρα προκαλεί αναστολή της έκφρασης του ERα και 
επαγωγή της αποικοδόμησής του σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 17 μM [Hung.et 
al. 2004]. Η καμφερόλη επίσης σε MCF-7 κύτταρα αναστέλλει την  επαγωγή  
οιστρογόνο-εξαρτώμενων γονιδίων όπως υπόστρωμα υποδοχέα ινσουλίνης 1 (IRS-1), 
κυκλίνη D1, και PgR [Hung.et al. 2004]. Σημαντικός αριθμός ερευνών επίσης δείχνει 
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ότι γλυκοζίδια  φλαβονοειδών παρουσιάζουν αυξημένη αποτελεσματικότητα λόγω 
της αυξημένης απορροφητικότητάς τους από τα κύτταρα. Στην παρούσα διπλωματική 
εργασία διερευνήθηκε η δράση του πλήρως (τετράκις) ακετυλυωμένου γλυκοζιτικού 
αναλόγου καμφερόλης (TAC) ως τροποποιημένου φυτοοιστρογόνου και ρυθμιστή 
της  φυσιολογίας καρκινικών κυττάρων σε εμβρυϊκά νεφρικά καρκινικά κύτταρα, 
HEK 293, και σε καρκινικά MCF-7 κύτταρα μαστού.  
Τα καρκινικά κύτταρα μαστού MCF-7 επιλέχθησαν ως κύτταρα τα οποία 
εκφράζουν ενδογενώς υψηλά επίπεδα ERα και σε πολύ μικρότερο ποσοστό ERβ. Τα 
HEK 293 κύτταρα εκφράζουν περιορισμένα έως ελάχιστα επίπεδα ενδογενών ERα 
και ERβ και για το λόγω αυτό επιλέχθηκαν ως κύτταρα παροδικής διαμόλυσνης με 
σκοπό την παροδική υπερέκφραση των δύο μορφών των υποδοχέων οιστρογόνων 
ERα και ERβ. Στα κύτταρα αυτά, με πειράματα διαμόλυνσης, επιτεύχθηκε η επαγωγή 
της έκφρασης τόσο του  ERα όσο και του ERβ μετά την διαμόλυνση εξωγενώς των 
κυττάρων με πλασμιδιακούς φορείς που κωδικοποιούν την έκφραση ERα και ERβ. 
Για τον έλεγχο των βέλτιστων συνθηκών διαμόλυνσης των κυττάρων 
χρησιμοποιήθηκαν διάφορες μέθοδοι όπως αυτή του διαλύματος φωσφορικών 
ασβεστίου και αυτή της χρήσης λιποφεκταμίνης ως ένα θετικά φορτισμένο, λιπιδικής 
φύσεως μέσο διαμόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων.  
Η μέθοδος διαλύματος φωσφορικών  CaCl2+ αποδείχτηκε αποτελεσματική για 
τη διαμόλυνση κυττάρων ΗΕΚ-293, ενώ η μέθοδος λιποφεκταμίνης για τη 
διαμόλυνση κυττάρων MCF-7 . 
Σε  in vivo πειράματα παρατηρήθηκε  οιστρογονική δράση του TAC, η οποία 
επιτελείται μέσω των αντίστοιχων υποδοχέων οιστρογόνων ERα και ERβ. Σε 
συγκεντρώσεις TAC 5-20 μΜ σε κύτταρα MCF-7 που παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα 
ERα, παρατηρήθηκε αναστολή της μεταγραφικής δραστικότητας των ERs. To 
γεγονός αυτό σε συνδυασμό με παρατηρήσεις άλλων ερευνητικών ομάδων, που όπως 
προαναφέρθηκε παρατηρούν αντιπολλαπλασιαστική δράση καμφερόλης, σε MCF-7 
κύτταρα, σε συγκεντρώσεις της τάξης 10-5Μ [Wang and Kurzer.et al. 1997, Oh.et al. 
2006] καθιστούν το TAC αποτελεσματικότερο ανταγωνιστή οιστρογόνων σε σχέση 
με την καμφερόλη. Ενδιαφέρον παρουσιάζει  η διαφορική δράση του TAC στην 
μεταγραφική δραστικότητα των δύο ισομορφών των υποδοχέων οιστρογόνων, όπως 
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αποδεικνύεται από την κατασταλτική του δράση  στη μεταγραφική δραστικότητα της 
άλφα μορφής του υποδοχέα και την επαγωγική του δράση στη μεταγραφική 
δραστικότητα της βήτα μορφής του υποδοχέα σε κύτταρα HEK 293, παροδικά 
διαμολυσμένα με τους πλασμιδιακούς φορείς που κωδικοποιούν την έκφραση των 
δύο υποδοχέων οιστρογόνων. Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν ότι  το ΤΑC 
μπορεί να θεωρηθεί ως ένα εν δυνάμει εκλεκτικός τροποποιητής της δράσης των 
υποδοχέων οιστρογόνων (SERM) με αντιπολλαπλασιαστική – αντικαρκινική δράση, 
η οποία πιθανόν να επιτελείται, μεταξύ άλλων, μέσω της αναστολής της δράσης της 
άλφα μορφής του υποδοχέα και αντιοξειδωτική-αντικαρκινική δράση, η οποία 
πιθανόν να επιτελείται μέσω της ενεργοποίησης της βήτα μορφής του υποδοχέα. Η 
εκλεκτική αυτή οιστρογονική δράση του ΤΑC, το καθιστά ένα εν δυνάμει 
αντικαρκινικό φάρμακο. Τα αποτελέσματά μας υποδεικνύουν την πιθανή 
αντικαρκινική δράση του TAC μέσω της οιστρογονικής του δράσης, καθώς μπορεί να 
προσδένεται τόσο στον ERα όσο και στον ERβ με αντίθετη όμως δράση στη 
μεταγραφική ενεργότητα των δύο υποδοχέων (επαγωγή της δράσης του ERβ και 
αναστολή της δράσης του ERα). 
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